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Abkürzungsverzeichnis
+/+ Wildtyp (Genotyp)
+/- Heterozygot
-/- Knockout
1,25(OH)2D3 1α,25-Dihydroxycholecalciferol oder 1α,25-Dihydroxyvitamin D3
Ahsg genetisches Symbol für Fetuin-A/α2-HS-Glykoprotein in der Maus
AHSG genetisches Symbol für Fetuin-A/α2-HS-Glykoprotein im Menschen
APS Ammoniumpersulfat
129 Mausstamm 129/Sv
129/B6, Ahsgtm1Mbl ursprünglicher gemischter genetischer Hintergrund des Fetuin-A-
Knockout
B6 Mausstamm C57BL/6
B6, Ahsgtm1Wja  Fetuin-A-Knockout auf den Stamm C57BL/6 zurückgekreuzt
BCP basisches Calciumphosphat
BMP bone morphogenetic protein
D2 Mausstamm DBA/2
D2, Ahsgtm1Wja Fetuin-A-Knockout auf den Stamm DBA/2 zurückgekreuzt
DCC dystrophic cardiac calcification
DMSO Dimethylsulfoxid
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsäure
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FCS Fetal calf serum
HGF hepatocyte growth factor
HRG Histidin-reiches Glykoprotein
IEF Isoelektrische Fokussierung
IFN Interferon
IL Interleukin
IPG immobilisierter pH Gradient
IRMA immunoradiometric assay
kb Kilobasen
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kDa Kilodalton
KO Gen-Knockout
LPS Lipopolysaccharid
m männlich
MAMF monoklonaler Anti-Mausfetuin-A-Antikörper
M-CSF macrophage colony-stimulating factor
MUP major urinary protein
NO Stickstoff-Monoxid
OBIF osteoblastogenesis inhibitory factor
OPG Osteoprotegerin, auch bezeichnet als OCIF (osteoclastogenesis
inhibitory factor), TR1 (TNF receptor-like molecule 1)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS phosphate-buffered saline
PCR polymerase chain reaction
PDGF platelet-derived growth factor, auch als OBIF (siehe oben) bezeichnet
pHx partielle Hepatektomie
pI Isoelektrischer Punkt
PTH Parathormon
QTL quantitative trait locus
RANK receptor activator of NF-κB, auch bezeichnet als ODAR (osteoclast
differentiation and activation receptor)
RANKL Receptor activator of NF-κB ligand, auch bezeichnet als ODF
(osteoclast differentiation factor), OPGL (osteoprotegerin ligand) oder
TRANCE (TNF-related activation-induced cytokine)
SDS Natrium (sodium) Dodecylsulfat
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylendiamin
TGF transforming growth factor
TNF tumor necrosis factor
Tris Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
w weiblich
Wt Wildtyp
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Zusammenfassung
Als Ursache für pathologische Kalzifizierungen in Arterien und Weichgeweben, wie sie z.B.
bei chronischer Niereninsuffizienz auftreten, wurde früher ein erhöhtes Calcium-Phosphat-
Produkt angesehen. Neuere Studien zeigen jedoch, dass Proteine sowie niedermolekulare
Verbindungen ebenso eine Rolle spielen, indem sie die ungewollte Mineralablagerung
inhibieren. Das systemisch vorkommende Plasmaprotein Fetuin-A/α2-HS-Glykoprotein
(Ahsg) kann in vitro die Calcium-Phosphat-Präzipitation transient inhibieren, indem es mit
hoher Affinität an einen Kristallisationskeim bindet, dessen Wachstum verhindert und ein
lösliches Aggregat bildet.
Die Rückkreuzung von Ahsg Knockout-Mäusen auf zwei definierte Inzuchtstämme ergab
unterschiedliche Phänotypen. Während die Ahsg-Defizienz auf dem kalzifizierungsresistenten
C57BL/6 (B6) Stamm keinen spontanen Phänotyp zeigte, wurde im sensitiven Stamm DBA/2
(D2), im Gegensatz zum Wildtyp-Tier, eine spontan auftretende drastische Form der ektopen
Kalzifizierung diagnostiziert. Durch Alizarinrot-Färbungen von erwachsenen Mäusen wurden
Calcium-Ablagerungen im Herz, der Lunge, der Niere, den Geschlechtsorganen, der Haut und
der Zunge nachgewiesen. Aufgrund der Schädigung dieser wichtigen Organe kam es auch zu
einer erhöhten Mortalität und einer eingeschränkten Zuchtleistung.
Der Nierenschaden ging mit erhöhtem Serum-Creatinin, Albuminurie sowie einem
sekundären Hyperparathyroidismus einher. An Jungtieren wurde untersucht, ob die
Niereninsuffizienz die Ursache für den Kalzifizierungsphänotyp ist oder eine Folge davon. In
1-monatigen D2, Ahsg -/- Tieren zeigten sich Kalzifizierungen in Herz und Lunge, jedoch
noch nicht im Nierencortex. Die Nierenfunktionsparameter Creatinin und Harnstoff sowie die
Calcium- und Phosphat-Konzentrationen im Serum waren zu diesem Zeitpunkt ebenfalls
normal, d.h. der spontane systemische Kalzifizierungsphänotyp in den D2, Ahsg -/- Mäusen
wurde durch den Mangel an Fetuin-A als wichtigem löslichen Kristallisations-Inhibitor
verursacht und anschließend durch eine kalzifizierungsbedingte Niereninsuffizienz
verschlimmert. Die vergleichende Betrachtung von D2 und B6, Ahsg -/- Tieren zeigt, dass
weitere genetische Komponenten zum Phänotyp beitragen. Modulierend könnte die im D2-
Stamm festgestellte erniedrigte Magnesium-Konzentration wirken, da die Magnesium-Ionen -
wie Fetuin-A auch - das Kristallwachstum inhibieren.
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1. Einleitung
1.1. Fetuin-A/α2-HS-Glykoprotein (Ahsg)
1.1.1. Vorkommen
Fetuin-A wurde erstmals von Pedersen 1944 (Pedersen, 1944) beschrieben als mengenmäßig
vorherrschendes α-Globulin im fötalen Kälberserum. Da dieses Protein im Fötus
hochkonzentriert vorkommt und nach der Geburt in seiner Konzentration abnimmt, wurde es
Fetuin genannt. Speziesabhängig besitzen erwachsene Individuen zum Teil nur noch 1-5%
des fötalen Fetuin-A-Spiegels (Suzuki et al.  1994). Das humane Homolog des tierischen
Fetuin-A, das α2-HS-Glykoprotein, wurde von Schultze nach seiner elektrophoretischen
Zugehörigkeit zur α2-Fraktion der Serumproteine und seinen Co-Entdeckern Heremans
(Heremans, 1960), Schmid und Bürgi (Schmid and Bürgi, 1961) benannt (Schultze et al.
1962). Inzwischen sind eine ganze Reihe von homologen Proteinen bekannt, sowohl von
verschiedenen Säugern wie Schwein, Ratte, Maus, Kaninchen, Mensch, als auch von der
Habu-Schlange und dem Tamar-Wallaby, einer Känguruhart (siehe Review (Dziegielewska
and Brown, 1995)). Zusätzlich weisen die einschlägigen Gen-Datenbanken homologe und
paraloge Gene im Karpfen, Zebrafisch und sogar in Drosophila aus. Fetuin-A wird embryonal
nach Studien in der Ratte in nahezu allen Organen exprimiert, während diese die
Differenzierung durchlaufen (Terkelsen et al.  1998). Im adulten Organismus wird Fetuin-A
nahezu ausschließlich in der Leber synthetisiert und in die Blutbahn sekretiert (Triffitt et al.
1976).
1.1.2. Struktur
Fetuin-A/α2-HS-Glykoprotein hat je nach Spezies 320-322 Aminosäuren und damit ein
nominales Molekulargewicht von ca. 48 kDa. Aufgrund von Glykosylierung ist das apparente
Molekulargewicht von Fetuin-A mit ca. 55 kDa deutlich höher. Es setzt sich aus drei
Proteindomänen D1-D3 zusammen. Die ersten beiden Segmente weisen eine Homologie zum
Cystatin, einem 13 kDa großen Cysteinprotease-Inhibitor auf. Aus diesem Grund gehört es
zur Cystatin-Superfamilie (Brown and Dziegielewska, 1997; Rawlings and Barrett, 1990).
Weitere Vertreter dieser Familie, die solche Cystatin-Module aufweisen, sind das Histidin-
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reiche Glykoprotein (HRG, 67kDa, (Koide and Odani, 1987)) sowie das Kininogen (120
kDa). Erst seit kurzem ist ein weiteres Mitglied der Fetuin-Familie bekannt. Es wurde durch
Sequenzvergleiche mit der dbEST-Datenbank entdeckt und aufgrund seiner Homologie als
Fetuin-B bezeichnet (Olivier et al.  2000). Von Fetuin-A und -B sowie HRG und Kininogen
ist bekannt, dass sie alle auf dem selben Abschnitt des humanen Chromosoms 3q27 liegen. In
der Maus liegen der Ahsg-Locus sowie weitere Cystatin-Familienmitglieder auf Chromosom
16 (Cintron et al.  2001).
Die Cystatin-Domänen sind ca. 120 Aminosäuren lang. Von den insgesamt 327 Aminosäuren
des murinen Homologs (Yang et al.  1992) sind 17 Glutaminsäure- und 17
Asparaginsäurereste, d.h. ca. 10,4% der Aminosäuren von Fetuin-A sind saure Reste. Fetuine
enthalten N- sowie O-glykosidisch gebundene Kohlenhydratseitenketten komplexen Typs mit
terminaler Sialinsäure (Watzlawick et al.  1992). Aus diesen Gründen handelt es sich bei
Fetuin-A um ein saures Glykoprotein mit einem pI von 3,5-4,5 (Begbie, 1974).
Vom humanen Homolog ist bekannt, dass es transient phosphoryliert wird (Jahnen-Dechent et
al.  1994). Im zirkulierenden Protein sind jedoch nur noch ca. 20% der initialen
Phosphorylierung nachweisbar (Haglund et al.  2001). α2-HS-Glykoprotein wird im
Gegensatz zu den meisten anderen Spezieshomologen darüber hinaus proteolytisch
prozessiert. Aus einem einkettigen Vorläufermolekül geht die im Plasma zirkulierende
Zweikettenform hervor (Jahnen-Dechent et al.  1994). Sie besteht aus einer schweren und
einer leichten Kette, die über eine Disulfidbrücke verbunden bleiben (Kellermann et al.
1989). Diese zirkulierende Form beinhaltet in der Regel auch noch ein sogenanntes
"connecting peptide", das proteolytisch leicht abspaltbar ist (Nawratil et al.  1996).
1.1.3. Funktionen von Fetuin-A
Es wurden eine ganze Reihe von Eigenschaften und Effekten für Fetuin-A aus verschiedenen
Spezies postuliert. Auffallend ist dabei die Diversität der vorgeschlagenen Funktionen, wie
der Lipidtransport (Kumbla et al.  1991), die Inhibition der Tyrosin-Kinase-Aktivität des
Insulin-Rezeptors (Auberger et al.  1989; Srinivas et al.  1993) bzw. der Insulin-abhängigen
Elk-1 Phosphorylierung (Chen et al.  1998), die Protease-Inhibition (Galembeck and Cann,
1974; Ashida et al.  2000) und die Bindung des HGF-Wachstumsfaktors an Phosphofetuin-A
(Ohnishi et al.  1997). Eine Zusammenfassung dieser und weiterer Funktionen gibt die
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Monographie von Dziegielewska und Brown (Dziegielewska and Brown, 1995). Besonderes
Augenmerk sollte man jedoch auf drei Funktionen richten, die erst kürzlich wieder bestätigt
wurden und im Folgenden beschrieben werden.
Rolle von Fetuin-A bei Entzündung
Nach Aktivierung von Monozyten und Makrophagen durch Infektion oder Trauma
produzieren diese Zellen proinflammatorische Zytokine wie TNF-α, IL-1 und IL-6 sowie NO.
Die Synthese kann zu akuten und chronischen Entzündungen, bei überschießender Produktion
aber auch zu Gewebeschaden und letalem Schock führen. Um diesem entgegenzuwirken, gibt
es verschiedene Mechanismen: Es werden Glucocorticoid-Hormone (Barnes, 1998), anti-
inflammatorische Zytokine wie TGF-β (Tsunawaki et al.  1988), Interleukin-4, IL-10 (Gerard
et al.  1993), Prostaglandin E2 (Oh-ishi et al.  1996) und Spermin (Szabo et al.  1994; Zhang et
al.  1997), freigesetzt. Zudem haben in der Leber gebildete Proteine, die bei einer akuten
Entzündung in ihrer Konzentration steigen (Positiv-Akutphase-Proteine) oder fallen (Negativ-
Akutphase-Proteine), einen modulierenden Einfluß auf die Regulation der Makrophagen-
Aktivität.
Schon 1994 wurde beschrieben, dass Fetuin-A die zytotoxische Aktivität von TNF-α und von
zytotoxischen Proteinen, die aus Lymphokin-aktivierten Killerzellen freigesetzt werden,
inhibiert (Chertov et al.  1994).
Dziegielewska und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Fetuin-A die Wirkung von
Lipopolysacchariden (LPS) auf Makrophagen modifiziert, indem es die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1β und TNF-α sowie NO verrringert (Dziegielewska
et al.  1998).
Wang und Mitarbeiter schlugen einen Mechanismus vor, wie Fetuin-A die Deaktivierung von
Makrophagen vermittelt (Wang et al.  1998). Dabei wird Spermin, ein biogenes Polyamin,
von geschädigten oder toten Zellen an Entzündungsstellen freigesetzt. Es wird von
Makrophagen aufgenommen, wo es spezifisch die Zytokin-Synthese supprimiert (Zhang et al.
1997). Die Spermin-Aufnahme wird von Fetuin-A vermittelt, das über die Sialinsäurereste
seiner Kohlenhydratseitenketten Spermin binden kann (Wang et al.  1998). Es wurde sowohl
in vitro (Wang et al.  1997) als auch in vivo (Ombrellino et al.  2001) gezeigt, dass Fetuin-A
nach LPS-Zugabe in der Zellkultur bzw. nach Carrageen-Injektion in Ratten die TNF-α-
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Produktion in Monozyten/Makrophagen inhibiert. Fetuin-A hat vermutlich besonders
während der embryonalen Entwicklung eine protektive Wirkung vor TNF-Effekten. Im
Tierexperiment mit schwangeren Ratten wurde die Zahl der Fehlgeburten nach LPS-Injektion
durch einen artifiziell erhöhten Fetuinspiegel im Blut gesenkt (Dziegielewska and Andersen,
1998). Der besondere Schutz des Fötus bei einer entzündungsbedingten Immunabwehr beruht
demnach zumindest teilweise auf den hohen Konzentrationen von Fetuin-A und Spermin in
der Amnionflüssigkeit.
Bei der Betrachtung dieser Ahsg-Effekte bei Entzündungen muss man stets beachten, dass
Fetuin-A ein Negativ-Akutphase-Protein ist, d.h. seine Serumkonzentration sinkt in der frühen
Entzündungsphase ab (Lebreton et al.  1979; van Oss et al.  1975; Daveau et al.  1988). Diese
Regulation erfolgt beim Menschen TNF-α vermittelt auf transkriptionaler Ebene (Biro et al.
1998). Dies würde bedeuten, dass unmittelbar nach dem Entzündungsstimulus Fetuin-A
herabreguliert wird, und dadurch die (erforderliche) Aktivierung von Makrophagen im frühen
Entzündungsstadium erleichtert wird. Später normalisiert sich die Ahsg-Konzentration wieder
und Fetuin-A vermittelt über Spermin die Inhibition der Makrophagen-Aktivierung und
Entzündung (Zhang et al.  2000).
Bindung von TGF-β
Fetuin-A bindet über einen TGF-β-Rezeptor Typ II-homologen Sequenzbereich in der ersten
Domäne Zytokine wie BMP-2 und TGF-β1 (transforming growth factor) und moduliert
dadurch ihre biologische Verfügbarkeit (Demetriou et al.  1996). Weitere TGF-β bindende
Proteine sind das Serumprotein α2-Macroglobulin (O'Connor-McCourt and Wakefield, 1987),
lösliches Betaglycan sowie die Proteoglycane Decorin und Biglycan (Hildebrand et al.  1994).
Fetuin-A antagonisiert die antiproliferative und osteogene Wirkung von TGF-β in Zellkultur
(Demetriou et al.  1996). Ratten-Knochenmarkzellen zeigen eine biphasische Antwort auf
verschiedene TGF-β-Konzentrationen von kompletter Inhibition der Osteogenese bis zur
optimalen osteogenen Wirkung. In diesem remodeling-Modell wird die Osteogenese
bestimmt durch überlappende Gradienten von TGF-β/BMP Zytokinen und dem Antagonisten
Fetuin-A (Binkert et al.  1999). Hohe Konzentrationen von TGF-β oder Ahsg hemmen die
Osteoblasten-Bildung und Aktivierung, wobei es zur Differenzierung eines alternativen
Zelltyps mit Adipozyten-Charakter kommt (Binkert et al.  1999). Eine weitere, wichtige Rolle
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von TGF-β im Knochen und im Immunsystem ist kurz in Kapitel 1.3.1 dargestellt.
Apatit-Bindung von Fetuin-A
Fetuin-A gelangt über die Zirkulation zum Knochen, wo ca. 40% des von der Leber
sekretierten Fetuin-A akkumuliert. Ahsg/Fetuin-A wird aufgrund seiner Affinität zu
Calciumphosphat/Apatit selektiv in Knochen (Ashton and Höhling, 1976) und Dentin (Takagi
et al.  1990) angereichert. Ahsg ist ein abundantes Protein im Knochen: Circa 90% des
gesamten Knochenproteins macht das strukturbildende Kollagen Typ I aus. Von den
restlichen 10% Knochenprotein entfallen 25% auf Ahsg und 25 % auf Osteonectin. Im
restlichen Anteil finden sich sowohl knochenspezifische Proteine wie Osteopontin, Bone
sialoprotein, die γ-Carboxy-Glutaminsäurehaltigen Proteine Matrix GLA Protein und
Osteocalcin sowie Proteoglycane und in geringen Mengen weitere Plasmaproteine (Termine
et al.  1981).
Obwohl diese Anreicherung im Knochen schon früh bekannt war, gab es zunächst keine
Erklärung, warum Fetuin-A spezifisch im Knochen akkumuliert. Für eine Rolle von Fetuin-A
im Knochenstoffwechsel spricht, dass es mehrere humane Allele gibt, wobei das AHSG*2
Allel mit einer signifikant höheren Knochenmineraldichte und einem höheren Östradiol-Index
assoziiert ist (Dickson et al.  1994). Das Allel AHSG*1 lässt sich bei homozygotem
Vorkommen mit einer kürzeren Statur und einer reduzierten Knochenqualität in Verbindung
bringen (Zmuda et al.  1998).
Für eine Beteiligung von Ahsg bei der Knochenbildung und -Resorption sprechen außerdem
die Befunde, dass der Fetuinspiegel bei Morbus Paget, einer Krankheit, bei der ein verstärkter
Umsatz von Knochensubstanz zu einer Verdickung der Knochen führt, erniedrigt ist (Ashton
and Smith, 1980) während er bei einer milden Form von Osteogenesis imperfecta, bei der die
Knochenbildung gestört ist, erhöht ist (Dickson et al.  1983). Dies würde bedeuten, dass
Fetuin-A proportional zum Ausmaß der Knochenbildung aus dem Serum in die
Knochenmatrix eingelagert wird. Darüber hinaus wurde vermutet, dass Fetuin-A an der
Entstehung der Osteoporose beteiligt sein könnte, weil die Ahsg-Konzentration bei Frauen
mit dem Alter abnimmt. Ein kurzer Abriss der Knochenbiologie, der Calcium-Homöostase
sowie der physiologischen und pathologischen Kalzifizierung folgt in Kapitel 1.2-1.6.
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Inhibition der Calcium-Phosphat-Präzipitation
Neuere Daten aus Copräzipitations-Experimenten von Fetuin-A und Calciumsalzen zeigen,
dass Ahsg nicht nur an Apatit bzw. BCP (basisches Calciumphosphat) bindet, sondern vor
allem dessen spontane Entstehung und Präzipitation hemmt (Schinke et al.  1996).
Untersuchungen in vitro haben gezeigt, dass diese Inhibition nicht permanent ist, sondern die
Bildung der BCP-Präzipitate nur zeitlich verzögert wird. In unserer Arbeitsgruppe konnte der
Mechanismus der Inhibition durch Calcium-Phosphat-Bindung näher charakterisiert werden.
Durch Carboxy-terminale Deletionsmutagenese des murinen Fetuin-A konnte das
Bindungsmotiv auf die erste Proteindomäne D1 begrenzt werden (Schinke et al.  1996).
Rekombinant exprimierte Proteine aus E.coli tragen keine Kohlenhydratseitenketten. Daher
beruht die Bindung von Ahsg an BCP auf der spezifischen Aminosäuresequenz und nicht auf
der N- oder O-Glykosylierung. Zudem war bekannt, dass andere Mitglieder der Cystatin-
Superfamilie ebenfalls die BCP-Bildung hemmen, wenn auch deutlich schlechter als Fetuin-A
(Schinke et al.  1997; Johnsson et al.  1991). Verantwortlich für die starke Inhibition vom
Fetuin-A sind wahrscheinlich sieben saure Aminosäure-Seitenketten, die einen
zusammenhängenden negativ geladenen Oberflächenbereich bilden (Heiss et al.  2003).
Dieser Bereich kann mit Calcium-Ionen von Mineraloberflächen interagieren. Unserer
Arbeitsgruppe gelang der Nachweis löslicher Calcium-Phosphat-Fetuin-A Aggregate mittels
Transmissionselektronen-Mikroskopie (Heiss, 2002; Heiss et al.  2003). Den Studien zu Folge
bindet Fetuin-A mit hoher Affinität an die Oberfläche von Kristallisationskeimen und wirkt
verlangsamend auf deren Wachstum durch die erniedrigte Diffusionsrate von Calcium- und
Phosphat-Ionen an die Oberfläche. Price und Mitarbeiter konnten kürzlich ähnliche Aggregate
von Fetuin und Mineral in Rattenserum nachweisen, wenn die Ratten zuvor mit dem
Bisphosphonat Etidronat behandelt waren (Price et al.  2002). Die biochemische Analyse
ergab, dass diese Komplexe aus 18 % Mineral, 80 % Fetuin-A, und 2 % Matrix GLA Protein
bestehen. Ein Serum-Mineral-Komplex mit einem Gewicht von 550 kDa würde rechnerisch
aus 8 Fetuin-A Molekülen, 1 MGP Molekül, 790 Calcium-Atomen und 580 Phosphat-
Molekülen bestehen.
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1.2. Biologie des Knochens
Knochen wird lebenslang umgebaut in einem Prozess, der bone remodeling genannt wird. Der
Abbau (Resorption) erfolgt durch die Osteoklasten, die aus hämatopoetischen Zellen der
Monozyten/Makrophagen-Linie hervorgehen (Teitelbaum, 2000). Das Auffüllen dieser
Resorptionslöcher übernehmen die Osteoblasten, die mesenchymalen Ursprungs sind (Ducy
et al.  2000b). Die Osteoblasten produzieren hierbei eine Proteinmatrix (Osteoid), die dann
mineralisiert. Neuere Daten weisen zudem auf die Beteiligung eines weiteren
Knochenzelltyps hin: den sogenannten bone lining cells, die jeweils die Knochenoberfläche
für den Einsatz der anderen beiden Zelltypen vorbereiten (Everts et al.  2002).
Im Falle eines Ungleichgewichts beim Knochenumbau zugunsten des Abbaus spricht man
von Osteoporose. Findet ein deutlich vermehrter Knochenaufbau statt, ergibt sich das
Erscheinungsbild der Osteopetrose. Die Regulation dieses Prozesses im gesunden Organismus
erfolgt auf mehreren Ebenen. Zum einen durch endokrine systemische Kontrolle (z.B. die
calciotropen Hormone PTH und Vitamin D3), zum zweiten durch parakrine Faktoren, die von
den Knochenzellen abgegeben werden (z.B. M-CSF, RANKL, OPG), zum dritten durch
Proteine der Knochenmatrix (z.B. Osteopontin, Bone GLA Protein, Bone Sialoprotein) und
zuletzt auch durch Bestandteile der Knochenmatrix, die durch die Osteoklasten-Tätigkeit aus
dem Knochen freigesetzt werden (z.B. TGF-β, Phosphat- und Calcium-Konzentrationen).
1.2.1. Zytokinnetzwerk des Knochens
Für die Osteoklastogenese aus hämatopoetischen Vorläuferzellen sind vor allem zwei
Faktoren essentiell: M-CSF und RANKL, die beide von Osteoblasten synthetisiert werden.
Wenn diese Faktoren durch Mutation inaktiviert sind, kommt es zur Osteopetrose (Wiktor-
Jedrzejczak et al.  1990; Horwood et al.  1999), da die Bildung und Aktivität der Osteoklasten
gehemmt ist, aber die Osteoblasten weiterhin Knochenmatrix produzieren.
Dass Osteoblasten die Osteoklasten-Bildung und Aktivität kontrollieren können, ist seit
mehreren Jahren bekannt. Die Regulation geschieht hauptsächlich über das OPG/RANKL-
System (Suda et al.  1999; Karsenty, 1999; Khosla, 2001). Beides sind Faktoren, die vom
Osteoblasten gebildet werden und auf die Osteoklasten wirken. Die osteoklastogene Wirkung
von RANKL kann durch OPG inhibiert werden. OPG fungiert dabei als ein löslicher Rezeptor
(decoy receptor) für den (meist) membranständigen RANKL und konkurriert mit dem
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Osteoklasten-Rezeptor RANK um die Bindung von RANKL (Yasuda et al.  1998; Lacey et al.
1998).
Ein unmittelbarer Einfluß von reifen Osteoblasten auf die Osteoklastenaktivität (bone
coupling) wurde in einem Maus-Modell untersucht, bei dem die Osteoblasten mittels eines
Osteocalcin-Thymidinkinase-Konstrukts temporär ablatiert wurden. Dabei wurde kein
direkter Einfluß nachgewiesen (Corral et al.  1998). Neuere Ergebnisse zeigen jedoch, dass
frühe Osteoblasten sehr wohl direkten stimulierenden Einfluß auf die Osteoklasten-Bildung
haben (Gori et al.  2000; Visnjic et al.  2001). Bei dem von Gori und Mitarbeitern gewählten
Ansatz wurde das transgene Thymidinkinase-Konstrukt mit einem Collagen Typ I-Promotor
kombiniert. Dieses Protein wird in der Osteoblasten-Differenzierung früher exprimiert als
Osteocalcin.
Seit kurzem erst ist bekannt, dass es auch eine umgekehrte Wechselwirkung gibt, d.h. vom
Osteoklasten zum Osteoblasten. Kubota et al. (Kubota et al.  2002) konnten einen
osteoblastogenesis inhibitory factor (OBIF) isolieren, der von Osteoklasten sekretiert wird
und zeigen, dass es sich hierbei um ein PDGF-BB Homodimer (platelet-derived growth
factor) handelt. Dieser Faktor bewirkt zum einen die Proliferation von Osteoblasten-
Vorläuferzellen, inhibiert jedoch auch die weitere Osteoblastogenese.
1.2.2. Kontrolle des OPG/RANKL-Systems
Die calciotropen Hormone Parathormon (PTH) sowie das 1,25-Dihydroxyvitamin D3, die
biologisch aktive Form des Vitamin D3, bewirken beide eine Freisetzung von Calcium und
Phosphat aus dem Knochen, wenn ein Calcium-Bedarf im Blut besteht. Hierfür wird eine
erhöhte Zahl aktiver Osteoklasten benötigt. Beide Hormone bewirken im Osteoblasten eine
erhöhte RANKL Expression (Kitazawa and Kitazawa, 2002), wodurch die
Osteoklastenbildung stimuliert wird. Für PTH ist zudem eine hemmende Wirkung auf die
OPG-Produktion beschrieben worden (Lee and Lorenzo, 1999). Den gleichen Effekt wie PTH
haben auch Glucocorticoide (Hofbauer et al.  1999a). Östrogen hingegen bewirkt seiner
allgemein bekannten osteoprotektiven Rolle entsprechend eine erhöhte OPG-Produktion
(Hofbauer et al.  1999b). Zudem wirkt es supprimierend auf die Produktion der pro-
osteoklastogenen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-α durch Stroma-Zellen (Jilka et al.  1992;
Girasole et al.  1992; Kimble et al.  1996) oder T-Zellen (Cenci et al.  2000; Roggia et al.
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2001). Die proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNF-α erhöhen ebenfalls die RANKL-
Expression in Osteoblasten (Hofbauer et al.  1999c) und wirken somit Knochen-resorbierend.
1.3. Wechselwirkung zwischen Knochen und Immunsystem
T-Zellen, die durch Entzündung oder bei Autoimmuner Arthritis aktiviert werden,
beeinflussen den Knochenabbau durch mehrere Mechanismen. Zum einen produzieren sie
RANKL (Kong et al.  1999a; Horwood et al.  1999), zum anderen TNF-α , das neben der
Verstärkung der RANKL-Produktion (Hofbauer et al.  1999c) auch noch eine RANKL-
unabhängige direkte Wirkung auf die Osteoklasten entfaltet, die synergistisch mit RANKL
auf die Aktivierung ist (Kobayashi et al.  2000; Fuller et al.  2002).
Umgekehrt kann das RANK/RANKL-System auch Zellen des Immunsystems beeinflussen
(Lorenzo, 2000; Kong et al.  2000). Die auffälligste Konsequenz einer Gendeletion von
RANKL sowie RANK in KO-Mäusen ist eine beeinträchtigte T- und B-Zell-Entwicklung
sowie das völlige Fehlen von Lymphknoten (Kong et al.  1999b; Dougall et al.  1999;
Bilezikian et al.  2002).
1.3.1. Rolle von TGF-β im Knochen und im Immunsystem
TGF-β ist ein multifunktionaler Wachstums- und Differenzierungsfaktor, der sowohl auf den
Knochen als auch das Immunsystem wirkt. Der transforming growth factor-β hat
interessanterweise konträre Effekte auf die Osteoklasten-Differenzierung. TGF-β  erhöht die
OPG-Produktion in Osteoblasten (Takai et al.  1998) und hemmt dadurch die Differenzierung
und Aktivierung der Osteoklasten. Andererseits hat es einen direkten positiven Effekt auf die
Osteoklasten (Kaneda et al.  2000), indem er die Anzahl der Osteoklasten steigern kann
(Quinn et al.  2001). TGF-β ist hauptsächlich bekannt für seine Rolle als multifunktionaler
Immunmodulator. Er entfaltet hier ebenfalls gegensätzliche Aktivitäten, nämlich sowohl
immunsuppressive als auch proinflammatorische (McCartney-Francis and Wahl, 1994; Wahl,
1992). Der Gen-Knockout von TGF-β resultiert in einer multifokalen Entzündung und
Autoimmunität (Shull et al.  1992). Der vorhandene Knochenphänotyp wird dabei in den
Hintergrund gedrängt (Geiser et al.  1998).
Fox und Mitarbeiter (Fox et al.  2000) entwickelten ein Modell für eine Vermittler-Rolle von
TGF-β zwischen dem Immunsystem und der Knochenresorption. Sie konnten zeigen, dass
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nach einem Entzündungsstimulus mit TNF-α Makrophagen-Vorläuferzellen durch IFN-γ in
Richtung zytotoxischer Makrophagen differenzieren, während die Zugabe von TGF-β diesen
Prozeß deaktiviert und die Zellen in die Osteoklasten-Entwicklung dirigiert.
1.4. Regulation der extrazellulären Calcium-Homöostase
Etwa 1% des gesamten Körpercalciums wird täglich ausgetauscht (Thomas, 1992). Neben der
Veränderung des Calciumspiegels durch Nahrungsaufnahme und Ausscheidung unterliegt das
Skelett einem fortwährendem Umbau (bone remodeling). Um die Calcium-Konzentrationen
im Plasma (gesamt: 2,1-2,6 mM, ionisiert: 1,25 mM) und intrazellulär (0,1-1,0 µM) konstant
zu halten, kann Calcium bei Bedarf aus dem Knochenreservoir (99% des Körpercalciums)
mobilisiert werden oder bei Überschuss dort abgelagert werden. Ein zu niedriger Calcium-
Spiegel im Blut wird durch den calcium-sensing receptor in der Nebenschilddrüse registriert,
die daraufhin Parathormon (PTH) sekretiert (Brown et al.  1993), (siehe Abbildung 1). PTH
erhöht die renale tubuläre Calcium-Reabsorption und fördert gleichzeitig die Phosphatabgabe
in den Urin. Dies ist entscheidend, damit es in weiterer Folge nicht zur deutlichen
Überschreitung des Calcium-Phosphat-Produkts und zum Ausfallen von unlöslichem
Calcium-Phosphat kommt (Brown, 1991). PTH bewirkt darüber hinaus innerhalb von 1-2
Stunden die Freisetzung von Calcium und Phosphat aus dem Knochen. Außerdem stimuliert
es die 1,25(OH)2D3-Synthese nach mehreren Stunden Hypocalcämie. Vitamin D3 regt indirekt
über die Stimulation der Synthese von Calcium-Bindeproteinen (Calbindine) die Calcium-
und Phosphat-Absorption aus dem Darm an (Brown, 1991). Hinzu kommt die Knochen-
resorbierende Wirkung von 1,25(OH)2D3 (siehe Kapitel 1.2.2). Durch diese Prozesse
normalisiert sich der Calcium-Spiegel und der Stimulus auf die Parathormon-Synthese fällt
weg. Zusätzlich hemmt 1,25(OH)2D3 die PTH-Expression in der Nebenschilddrüse in einem
negativen Rückkopplungsmechanismus. Hohe Calcium-Konzentrationen hemmen zudem
synergistisch mit Vitamin D3 (über den calcium-sensing receptor vermittelt) die
Nebenschilddrüsen-Funktion (Brown, 1991).
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Abbildung 1 Schema für das Regulationssystem der Calcium-Homöostase.
Durchgezogene Striche bezeichnen die Effekte von PTH und 1,25(OH)2D3; gestrichelte
Linien zeigen direkte Effekte von Calcium- und Phosphat-Ionen auf die Zielgewebe an. ECM:
extracellular fluid (aus Brown EM, Pollak M, and Hebert SC. Cloning and characterization of
extracellular Ca2+ -sensing receptors from parathyroid and kidney: molecular physiology and
pathophysiology of Ca2+ -sensing. Endocrinologist 4: 419–426, 1994)
1.4.1. Sekundärer Hyperparathyroidismus
Die Regulation der Calcium-Homöostase ist im Falle eines Nierenschadens empfindlich
gestört. Bei dem resultierenden Krankheitsbild, dem sekundären Hyperparathyroidismus,
kommt dem Phosphat eine entscheidende Rolle zu (Slatopolsky et al.  2001; Cozzolino et al.
2001; Hernandez et al.  1996). Bei einer moderaten Nierenschädigung ist die Phosphat-
clearance eingeschränkt, wodurch der Plasma-Phosphat-Spiegel ansteigt. Erhöhte Phosphat-
Werte wirken hemmend auf die 1,25(OH)2D3-Produktion (Portale et al.  1989), siehe
Abbildung 1. In der geschädigten Niere ist die Synthese des aktiven 1,25(OH)2D3 aus dem
Prohormon 25(OH)D3 durch die verminderte Aktivität der renalen 25(OH)D3-1α-
Hydroxylase ohnehin schon eingeschränkt. Durch fehlendes Vitamin D3 ist die Calcium-
Absorption im Darm verringert. Hinzu kommt, dass Phosphat im Skelett eine Resistenz der
Osteoklasten gegenüber PTH hervorruft und somit das benötigte Calcium nicht aus dem
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Knochen mobilisiert werden kann (Gonzalez and Martin, 2001). Als Konsequenz kommt es
zumindest temporär zu einem erniedrigten Serum-Calciumspiegel (Slatopolsky et al.  1971).
Zudem bindet überschüssiges Phosphat Calcium und präzipitiert in Weichgeweben.
Hyperphosphatämie ist damit eines der Hauptprobleme bei Dialyse-Patienten (Block and Port,
2000; Block et al.  1998). Die ektope Kalzifizierung bindet extrazelluläres Calcium und
erniedrigt zusätzlich dessen Konzentration im Serum (Hypocalcämie). Eine deutlich
erniedrigte Calcium-Konzentration bewirkt schließlich eine gesteigerte PTH-Produktion.
Neben der Hypocalcämie erhöht auch die Hyperphosphatämie direkt die PTH-Produktion
(Slatopolsky et al.  1996; Almaden et al.  1996). Dieser circulus vitiosus wird weiter
verschlimmert durch adaptive Hypertrophie und Hyperplasie der Nebenschilddrüse, die durch
hohe Phosphat-Konzentrationen ausgelöst wird (Naveh-Many et al.  1995; Roussanne et al.
2001). Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass bei experimenteller Urämie die
Entstehung des sekundären Hyperparathyroidismus durch eine Niedrig-Phosphat Diät
verhindert werden kann (Lopez-Hilker et al.  1990; Rutherford et al.  1977). Die erhöhte PTH-
Synthese und die Nebenschilddrüsen-Hyperplasie lassen sich durch 1,25(OH)2D3 (Calcitriol)
hemmen (Naveh-Many et al.  1995). Ein unerwünschter Nebeneffekt ist jedoch, dass
Calcitriol die intestinale Phosphatabsorption erhöht (Ramirez et al.  1986). Bei dem Einsatz
von Calcitriol zur Hemmung des Hyperparathyroidismus muss man also auch die Effekte auf
das Phosphat und die calciotrope Wirkung bedenken, damit das Calcium-Phosphat-Produkt
nicht über einen kritischen Wert (von ca.55 mg2/dl2) ansteigt. Aus diesem Grund werden
heutzutage in der Therapie Vitamin D3-Analoga wie das Paricalcitol eingesetzt, die
vorwiegend auf die Nebenschilddrüse wirken ohne gleichzeitig den Mineralspiegel zu
erhöhen. Die neueste Therapievariante stellt die Nebenschilddrüse durch Calcium-Rezeptor
Agonisten ruhig und durchbricht den circulus vitiosus. Zusätzlich ist der Einsatz von
Phosphat-Bindern bei der Behandlung von Dialyse-Patienten indiziert, damit die Phosphat-
Aufnahme aus der Nahrung verhindert wird. Hier geht die Entwicklung weg vom Einsatz von
Calcium-enthaltenden Phosphat-Bindern, da diese gleichzeitig einen erhöhten Calcium-
Eintrag verursachen, hin zu Stoffen wie dem Komplexbildner Sevelamer Hydrochlorid
(Renagel®), das zudem positive Effekte auf den Cholesterin-Spiegel hat (Chertow et al.
1999).
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1.5. Physiologische Kalzifizierung/ Knochenmineral
Die physiologische Kalzifizierung oder auch Mineralisierung läuft in einem präzise
regulierten Prozess ab. Sie ist beschränkt auf Knochen, Zähne und zu einem geringeren
Ausmaß auf die Knorpel-Wachstumsplatte. Die meisten Knochen des Skelettsystems
entstehen durch endochondrale Ossifikation. Hierbei wird eine vorgebildete Knorpelmatrix
sukzessive umgebaut und durch Knochenmatrix ersetzt. Diese Proteinmatrix (Osteoid) wird
größtenteils von den Osteoblasten synthetisiert und anschließend durch gezielte Ablagerung
von Hydroxyapatit mineralisiert. Außer dieser Art der Kalzifizierung gibt es noch die desmale
Ossifikation, die z.B. im Schädeldach auftritt. Hier findet eine direkte Bildung der
mineralisierten Knochenmatrix durch Osteoblasten statt, ohne dass zuvor eine Knorpelmatrix
ausgebildet wurde.
1.6. Pathologische Kalzifizierung
Pathologische Kalzifizierung geschieht oft in der extrazellulären Matrix der Arterien und ist
eine häufige Komplikation bei der Atherosklerose. Eine Risikogruppe sind aufgrund ihres
gestörten Calcium- und Phosphat-Haushalts Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz.
Generell weisen 75-95% aller Menschen unabhängig von der Todesursache bei einer Autopsie
Kalzifizierungen der Koronararterien auf (Eggen et al.  1965). Man unterscheidet zwei Arten
von arterieller Kalzifizierung, die auf verschiedenen molekularen Mechanismen beruhen. Die
intimale Kalzifizierung tritt im Zusammenhang mit atherosklerotischer Plaquebildung auf,
und ist mit Lipidakkumulation, Makrophagen, Mastzellen und glatten Muskelzellen assoziiert.
Die Kalzifizierung der Media betrifft die Elastinschicht und glatte Muskelzellen und ist vor
allem bei Diabetikern und bei Nierenschädigung vorzufinden (Proudfoot et al.  1998; Wallin
et al.  2001). Die ausgeprägte Form von medialer Kalzifizierung bezeichnet man als
Mönckeberg Sklerose. Insbesondere für diese Erkrankung konnte gezeigt werden, dass die
Kalzifizierung nicht nur ein passiver Prozess ist, der eine unspezifische Reaktion bei
Gewebeschädigung und Nekrose darstellt, sondern vielmehr ein aktiver Prozess, der assoziiert
ist mit der Expression von Wachstumsfaktoren, Matrix-Proteinen und anderen Knochen-
spezifischen Proteinen in vaskulären glatten Muskelzellen (Shanahan et al.  1994). In
gesunden Arterien werden jedoch vorwiegend Proteine exprimiert, die die Kalzifizierung
aktiv inhibieren. Dies ist insbesondere wichtig, wenn man bedenkt, dass das Serum
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hinsichtlich der Calcium- und Phosphat-Konzentrationen übersättigt ist (Neuman, 1980).
Beigetragen zu dieser Erkenntnis haben vor allem Modelle von Knockout-Mäusen, denen
spezifische Kalzifizierungsinhibitoren fehlen (Schinke et al.  1999; Schinke et al.  1998;
Wallin et al.  2001).
1.6.1. Modulatoren der Kalzifizierung
Proteine, die positiv oder negativ auf die Calcium-Phosphat-Präzipitation einwirken können,
lassen sich in lösliche (meist Plasmaproteine) und Oberflächen-gebundene Modulatoren
differenzieren. Letztere entfalten ihre Wirkung nur in Geweben, in denen sie synthetisiert
werden oder in denen sie sich spezifisch anreichern aufgrund ihrer strukturellen
Eigenschaften, z.B in den genannten Gefäßwänden.
Matrix GLA Protein (MGP)
Das bekannteste Protein in diesem Zusammenhang ist das Matrix GLA Protein. MGP ist ein
nahezu unlösliches 14 kDa großes Protein. Für die Funktion von MGP sind 5 γ-Carboxy-
Glutamatreste (GLA) notwendig, die in einer Vitamin K abhängigen Gamma-
Carboxylierungsreaktion posttranslational entstehen. Das Protein wird in Knorpel, Knochen,
Arterien sowie Weichgeweben wie Lunge, Herz und Niere gebildet. Im Menschen sind bis
jetzt zwei Syndrome beschrieben, die in Zusammenhang stehen mit einem abnormen MGP-
Genprodukt: Das Singleton-Merten Syndrom ist charakterisiert durch Aorten-Kalzifizierung,
kleine Statur, Osteopenie, reduzierte Muskelmasse und frühen Tod (Gay and Kuhn, 1976).
Das Keutel-Syndrom zeichnet sich durch abnormale Knorpel-Kalzifizierung ohne arterielle
Kalzifizierung aus (Munroe et al.  1999). Die MGP-Knockout Maus zeigt Aspekte beider
Syndrome und weist extensive arterielle und Knorpel-Kalzifizierungen auf (Luo et al.  1997).
Histologische Untersuchungen der Gefäße von MGP-defizienten Mäusen ergaben, dass die
Kalzifizierung ausschließlich in der Media zu finden ist und darum Ähnlichkeiten mit der
Mönckeberg Sklerose bestehen (Proudfoot et al.  1998). Danach wäre MGP ein Inhibitor der
Kalzifizierung in der Media großer Gefäße. Der Mechanismus dieser Inhibition spontaner
Kalzifizierung in Arterien ist noch nicht geklärt. Derzeit werden zwei Möglichkeiten
diskutiert. Erstens kann MGP BMP-2 binden (Wallin et al.  2000) und dadurch die
osteoinduktive Aktivität von BMP-2 blockieren (Bostrom et al.  2001). Zweitens bindet MGP
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mittels seiner γ-Carboxyglutamat-Reste Calcium bzw. Hydroxyapatit (Hauschka et al.  1989).
Ein MGP-Mangel würde in beiden Fällen eine verstärkte Kalzifizierung mit sich bringen. Für
den zweiten Mechanismus spricht, dass Warfarin, ein Inhibitor der γ-Carboxylierung, die
kalzifizierungshemmende Wirkung des MPG in vitro (Gopalakrishnan et al.  2001) als auch in
vivo (Price et al.  1998) aufheben kann.
Osteopontin (OPN)
Osteopontin ist ein saures Phosphoprotein, das in Knochen, Zähnen und Nieren lokalisiert ist.
OPN scheint in verschiedenen pathologischen Bedingungen wie z.B. der Atherosklerose mit
ektopen kalzifizierten Ablagerungen assoziiert zu sein. OPN verfügt über eine Integrin-
Bindungsdomäne (RGD) sowie eine Calcium-Bindungsregion. Neue Ergebnisse in OPN -/-
Mäusen zeigen, dass Osteopontin in vivo ein natürlicher Inhibitor der ektopen Kalzifizierung
ist. Zum einen blockiert es physikalisch das Hydroxyapatit-Kristallwachstum, zum anderen
fördert es aktiv die Auflösung der Mineralablagerung, indem es die Expression der
Carboanhydrase II in monozytischen Zellen induziert, wodurch das extrazelluläre Milieu
angesäuert wird (Steitz et al.  2002). Diese Funktion wurde bei der Untersuchung des Doppel-
Knockouts von Matrix GLA Protein und Osteopontin bestätigt. In diesen Tieren wird die
durch MGP-Defizienz hervorgerufene vaskuläre Kalzifizierung durch den zusäzlichen OPN-
Mangel verschlimmert (Speer et al.  2002).
Osteoprotegerin (OPG)
OPG-defiziente Mäuse entwickeln eine schwere Osteoporose (Bucay et al.  1998) und
gleichzeitig mediale und subintimale Kalzifizierungen, die schon im Alter von zwei Wochen
nachweisbar sind (Bucay et al.  1998). Das Ausmaß der Kalzifizierung ist geringer als beim
MGP-Knockout, sie betrifft hauptsächlich die Aorta und die renalen Arterien. Dieses
paradoxe gemeinsame Auftreten von Osteoporose und arterieller Kalzifizierung wird
gemeinhin bei älteren Menschen mit Östrogen-Mangel (Hak et al.  2000) beobachtet. OPG
könnte bei diesem Phänomen eine zentrale Rolle spielen (Hofbauer and Schoppet, 2001), da
zum einen bekannt ist, dass die OPG Expression in Knochenzellen im Alter und bei Östrogen-
Defizienz abnimmt, aber durch Östrogen-Therapie erhöht werden kann (Teitelbaum, 2000).
Zum anderen konnten Simonet und Mitarbeiter eine abundante Expression von OPG in der
Media von großen Arterien nachweisen (Simonet et al.  1997). Weitere in vitro-Analysen
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ergaben zudem, dass arterielle glatte Muskelzellen und Endothelzellen OPG produzieren
(Hofbauer et al.  2001). Dies würde bedeuten, dass OPG in gesunden Individuen an den
genannten Stellen als spezifischer Inhibitor zur Verfügung steht. Das Paradoxon von
gleichzeitiger Osteoporose und Gefäßverkalkung ist auch bei Autoimmun-Erkrankungen und
in der Klotho Maus beschrieben worden.
Klotho
Mäuse, denen das Klotho-Genprodukt fehlt, weisen ein Syndrom ähnlich der humanen
Alterung auf mit einer verkürzten Lebensspanne (<3 Monate), Atherosklerose und Infertilität
sowie Hautatrophie, Nervendegeneration und verminderter Aktivität. Bei der Klotho-
defizienten Maus treten neben der arteriellen Kalzifizierung und der Osteoporose auch ektope
Kalzifizierungen im Parenchym verschiedener Gewebe auf (Kuro-o et al.  1997). Die
Serumkonzentrationen von Calcium, Phosphat und 1,25(OH)2D3 sind in der Klotho-Maus
erhöht. Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und Komplikationen, die zum Teil an
den Phänotyp der Klotho-Maus erinnern, zeigen auch eine deutlich eingeschränkte Produktion
des Klotho-Genprodukts (Koh et al.  2001). Neuere Ergebnisse schreiben dem Klotho-Protein
eine regulatorische Funktion im 1,25(OH)2D3-Signalweg zu (Yoshida et al.  2002).
Leptin
Einen stimulierenden Einfluß auf die Differenzierung und Kalzifizierung von sogenannten
kalzifizierenden vaskularen Zellen (CVC, calcifying vascular cells) besitzt auch das Leptin
(Parhami et al.  2001). Leptin ist ein pleomorphes Zytokin und Hormon, das eine Rolle spielt
bei der Regulation des Appetits, der Reproduktion, Angiogenese, Hämatopoese,
Immunfunktion, der sympathischen und endokrinen Funktion sowie der Gehirnentwicklung
und dem Knochenmetabolismus. Bei letzterem wird Leptin eine duale Knochen-
konservierende Rolle zugeschrieben. Erstens fördert es die Differenzierung von humanen
Stroma-Zellen des Knochenmarks zu Osteoblasten und inhibiert die Differenzierung in
Adipozyten (Thomas et al.  1999). Zweitens erhöht Leptin in vitro die OPG-Expression in
peripheren Monozyten aus humanem Blut (PBMC's) und inhibiert so die Osteoklasten-
Bildung (Holloway et al.  2002). Während diese beiden postulierten Funktionen direkte
Wirkungen von Leptin auf Knochenvorläuferzellen beschreiben, gibt es kontroverse
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Ergebnisse aus Tiermodellen: Ducy und Mitarbeiter (Ducy et al.  2000a) konnten zeigen, dass
Leptin-defiziente Mäuse (ob/ob) eine höhere Knochenmasse besitzen, wobei Leptin über ein
neuroendokrine feedback-Schleife die Knochenbildung negativ regulieren soll analog zu
seiner Funktion bei der Regulation des Appetits. Die zentrale anti-osteogene Wirkung von
Leptin steht dem Knochen-stimulierenden Effekt gegenüber, wenn Leptin in die Peripherie
verabreicht wird. Die konträren Effekte laufen vermutlich parallel ab und balancieren in der
Summe das bone remodeling (Harada and Rodan, 2003).
1.6.2. Kalziphylaxie
Ein seltenes lebensbedrohliches Syndrom bei terminaler Niereninsuffizienz ist die
Kalziphylaxie, die auch alternativ als calcific uraemic arteriolopathy (CUA) bezeichnet wird
(Goodman, 2001). Kalziphylaxie geht einher mit Verkalkungen der Tunica media sowie mit
intimaler Hyperplasie kleiner arterieller Gefäße vorwiegend in der Haut die zu Nekrosen und
Ulzerationen führen. Kalziphylaxie ist weiterhin gekennzeichnet durch eine charakteristische
kalzifizierende Pannikulitis im subkutanen Fettgewebe (Salmhofer et al.  1995).
Laborchemisch finden sich bei den betroffenen Patienten häufig Hyperphosphatämie (68%)
und/oder eine Erhöhung des Calcium-Phosphat-Produktes (33%) mit Überschreitung des
kritischen Wertes von 5,5 mmol2/l2. In ca. 80% der Fälle liegt ein sekundärer
Hyperparathyreoidismus vor (Zouboulis et al.  1996). Eine Hyperkalzämie liegt hingegen mit
20% vergleichsweise selten vor. Ein entsprechendes Maus-Modell für diese Erkrankung, wie
für die zuvor beschriebenen, ist bis jetzt noch nicht bekannt. Möglicherweise liegt dies am
multifaktoriellen Ursprung der Kalziphylaxie.
1.6.3. Genetische Komponente der pathologischen Kalzifizierung
Studien mit verschiedenen Inzucht-Mausstämmen haben klar gezeigt, dass eine genetische
Komponente der arteriellen Kalzifizierung existiert (Qiao et al.  1994). Als besonders
empfindlich für Koronar- und Aorten-Kalzifizierung erwies sich der Stamm DBA/2J. Eine
atherogene Diät führte nicht nur zu Atherosklerose, insbesondere im Stamm C3H/HeJ führte
sie auch zu Koronar-Kalzifizierungen (Qiao et al.  1994). DiPaolo und Mitarbeiter haben in
manchen Mausstämmen, speziell DBA/2 und C3H, eine Abnormalität festgestellt, die als
dystrophe kardiale Kalzifizierung (DCC) bezeichnet wird (DiPaolo et al.  1964). Bei der
dystrophen Kalzifizierung von Weichgeweben findet eine Calcium-Phosphat-Präzipitation in
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nekrotischem Gewebe statt, z.B. beim Absterben von Gewebe aufgrund von Entzündung oder
Tumorbildung. Die nekrotischen Zellreste haben dabei eine nukleierende Funktion auf die
Calcium-Phosphat-Präzipitation. Neben der dystrophen Kalzifizierung gibt es einen zweiten
Mechanismus, der zur Verkalkung von Weichgewebe führt. Dies ist die metastatische
Kalzifizierung. Sie tritt auf, wenn die Calcium und Phosphat-Konzentrationen das in vivo
Löslichkeitsprodukt (d.h. in Anwesenheit der - zum Teil oben beschriebenen - spezifischen
Protein-Kalzifizierungsinhibitoren sowie weiterer Faktoren wie Magnesium und
Pyrophosphat) überschreiten.
Die Kalzifizierung ist bei der dystrophen Kalzifizierung (DCC) nicht nur auf das Herz
beschränkt, sondern tritt auch in anderen Weichgeweben speziell der Niere und der Zunge auf
(Rings and Wagner, 1972; van den Broek et al.  1997). Quantitative genetische
Kopplungsanalysen (QTL, quantitative trait locus) ergaben zunächst einen Genlocus, der die
DCC determiniert. Er wurde als Dyscalc bezeichnet und liegt auf dem Maus-Chromosom 7
(Ivandic et al.  1996; van den Broek et al.  1998). Kreuzungen des DCC sensitiven Stamms
C3H/HeJ mit dem resistenten Stamm C57BL/6J ergaben weitere, modifizierende QTL, die als
Dyscalc 2-4 benannt wurden (Ivandic et al.  2001).
1.7. Aufgabenstellung/ Ziele
Die beschriebenen Funktionen von Fetuin-A leiten sich fast ausschließlich aus in vitro-
Versuchen und Lokalisationsstudien ab. Bei den in Kapitel 1.1.3 erwähnten klinischen
Befunden von Patienten erhält man auch keine eindeutige Aussage über den Beitrag des
Proteins am Krankheitsbild bzw. kann nicht zwischen Ursache und Wirkung differenzieren.
Um die Funktion(en) von Fetuin-A in vivo zu studieren, wurde die gezielte Deletion des
Fetuin-A-Gens der Maus durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen
durchgeführt (Jahnen-Dechent et al.  1997).
Die ersten Fetuin-A-defizienten Mäuse waren lebensfähig und fertil und zeigten
makroskopisch keine groben Auffälligkeiten. Aus diesem Grund war eine eingehendere
Charakterisierung notwendig, wobei der Untersuchungs-Schwerpunkt auf die Inhibition
ungewollter Mineralisierung gelegt wurde. Das Serum der Fetuin-A-KO Tiere konnte in der
Tat die spontane Apatit-Präzipitation aus übersättigter Lösung schwächer inhibieren als
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Wildtyp-Mausserum. Zudem zeigten sich bei den anfänglich untersuchten Tieren sporadisch
Kalzifizierungen (Jahnen-Dechent et al.  1997). Dabei muss man jedoch beachten, dass der
ursprünglich generierte Fetuin-A-Gen-Knockout aus technischen Gründen auf einem
genetisch uneinheitlichen Hintergrund (129/B6, Ahsgtm1Mbl) vorliegt. Die Untersuchung
anderer Gen-Knockouts hat gezeigt, dass der Phänotyp stark abhängig vom gewählten Maus-
Stamm sein kann, wie z.B. bei der Leptin-Defizienz (Ewart-Toland et al.  1999; Qiu et al.
2001). Aus diesem Grund wurden zwei Inzucht-Stämme ausgewählt, auf die die Fetuin-A-
Defizienz zurückgekreuzt werden sollte. Der Stamm C57BL/6 ist ein gut charakterisierter
Laborstamm, der bei vielen Knockout-Studien Anwendung findet. Als zweites wurde der
Inzucht-Stamm DBA/2 ausgewählt. Tiere dieses Stammes neigen in fortgeschrittenem Alter
bzw. nach verschiedenen Stimuli zu spontanen Kalzifizierungen der Zunge und des Herzens
(Matsushima et al.  1984; Van Vleet and Ferrans, 1987), siehe auch Kapitel 1.6.3. Wir
vermuteten, dass bei diesem Kalzifizierungs-sensitiven Stamm der Phänotyp der Fetuin-A-
Deletion deutlicher hervortreten würde als auf einem Kalzifizierungs-resistenten Hintergrund.
Nach Abschluß der langwierigen Rückkreuzung über 10 Generationen hinweg bestand die
Aufgabe der vorliegenden Arbeit in der Analyse der unterschiedlichen Ausprägung des
Phänotyps der Fetuin-A-Defizienz auf den verschiedenen genetischen Hintergründen. Neben
der Analyse klinischer Meßwerte sowie der Nekropsie der Mäuse gehörte auch die Suche
nach Veränderungen in der Konzentration anderer Serumproteine zur Aufgabenstellung.
Möglicherweise wird das defiziente Protein durch eine differentielle Expression anderer
Proteine mit redundanter Funktion kompensiert. Dies ist zum Beispiel vom α2-
Macroglobulin-KO bekannt, bei dem das verwandte Murinoglobulin in erhöhter Menge
synthetisiert wird (Umans et al.  1995). Bei α2-Macroglobulin handelt es sich um einen
Proteinase-Inhibitor. Dem Protein wird aber genauso wie dem Fetuin-A eine allgemeinere
Rolle als breitspezifisches-Bindeprotein zugeschrieben. Untersuchungen mit der Technik der
zweidimensionalen Gelelektrophorese umfassten zum einen den Serumvergleich von
unbehandelten Tieren und von Mäusen 24 h nach partieller Hepatektomie, d.h. also zum
Zeitpunkt der Akutphase. Da Fetuin-A ein Negativ-Akutphase-Protein ist und ihm eine Rolle
bei Entzündung zugeschrieben wird (siehe Kapitel 1.1.3), konnte auch hier eine differentielle
Expression von Serumproteinen erwartet werden. Weiterhin wurde in der 2D-Elektrophorese
die relative Lage von Fetuin-A und -B in Human- und Mausserum mit Hilfe von spezifischen
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Antikörpern bestimmt. Die notwendigen Antikörper wurden in der eigenen Arbeitsgruppe
hergestellt. Eine zusätzliche Aufgabe im Hinblick auf weitere funktionelle Untersuchungen
von Fetuin-A in der Maus war die Herstellung eines monoklonalen Anti-Mausfetuin-
Antikörpers. Derartige monoklonale Antikörper können überhaupt erst im Fetuin-defizienten
Tier generiert werden.
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2. Materialien und Methoden
2.1. Zucht und Haltung von Fetuin-A-defizienten Mäusen
Die Tiere wurden in klimatisierten Räumen mit einem 12 h Tag/Nacht-Zyklus gehalten. Im
Zeitraum vom 3.3.1997- 1.5.1999 waren die Mäuse im Tierstall der Johannes Gutenberg-
Universität Mainz, Duesbergweg 6, untergebracht. Danach erfolgte die Haltung im
Universitätsklinikum der RWTH Aachen, Institut für Versuchstierkunde, Pauwelsstraße 30.
Die Tiere erhielten Standard-Nagetierfutter (Altromin Nr. 1324) und Wasser ad libitum.
2.2. Rückkreuzung des Fetuin-A Knockouts auf genetisch definierten
Hintergrund
Um bei der Charakterisierung der Fetuin-A-Defizienz Effekte durch den ursprünglichen
uneinheitlichen genetischen Hintergrund (129/B6, Ahsgtm1Mbl) auszuschließen, wurden diese
Tiere mit Wildtyp-Mäusen der Stämme C57BL/6 und DBA/2 gekreuzt (Charles River,
Deutschland). Für die Rückkreuzung auf den DBA/2 Stamm wurden ab der 8. Generation
Wildtyp-Tiere der Firma Bomholdgard (Dänemark) eingesetzt. Für die Rückkreuzung wurden
jeweils heterozygote Weibchen mit Inzucht-Männchen verpaart. Die Rückkreuzung wurde
über 10 Generationen hinweg durchgeführt. In der 10. Generation entspricht der genetische
Hintergrund der B6, Ahsgtm1Wja Mäuse bzw. D2, Ahsgtm1Wja Tiere zu 99,9% dem des
gewünschten Inzucht-Stamms.
2.3. Genotypisierung der Mäuse
2.3.1. Proteinase K-Verdau von Mäuseschwänzen (Laird et al.  1991)
Mäusen wurden für die DNA-Gewinnung ca. 0,5 cm vom Schwanz abgeschnitten.
Gleichzeitig erfolgte eine Kennzeichnug der Tiere durch Ohrlochung. Die Schwanzstücke
wurden in 500 µl Proteinase K-Lösung (100 mM Tris/HCl pH 8,5, 5 mM EDTA, 0,2% SDS,
200 mM NaCl und 100 µg/ml Proteinase K) über Nacht unter Rotation bei 55°C verdaut.
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2.3.2. Aufreinigung der DNA aus Schwanzgewebe
Die in Proteinase K-Lösung verdauten Schwänze wurden 10 min bei 14000 min-1
zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein Eppendorf-Gefäß mit 500 µl Isopropanol überführt.
Die DNA wurde durch Zentrifugation pelletiert, der Überstand abgenommen, das Pellet mit
250 µl 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde dann - je nach DNA-Menge
- in 150-180µl TE-Puffer gelöst.
2.3.3. Genotypisierung, Etablierung der PCR-Methode als Alternative zum Southern-
Blot
Die Genotypisierung erfolgte entweder nach der publizierten Methode des Southern-Blotting
(Jahnen-Dechent et al.  1997) oder nach der folgenden optimierten PCR-Methode: Der PCR-
Ansatz enthielt jeweils 0,9 µM Wildtyp forward primer (5'
ACTCTTCATTCTCCTAAGGTGG 3'), 0,45 µM Knockout forward primer (5'
TTGAATGGAAGGATTGGAGC 3'), 1,0 µM Wildtyp reverse primer (5'
TATGCCTTGTCACAGCACCG 3'), 200 µM von jedem dNTP, 1 M Betaine (Sigma) oder 1x
Q-Solution (Quiagen), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl und 2,5 Units Taq
DNA-Polymerase (Amersham Biosciences) in einem Gesamtvolumen von 25 µl. 1 µl der
DNA-Probe aus Schwanzgewebe wurde abschließend im Hot-Start-Verfahren zu dem Mix
zupipettiert. Das PCR-Programm umfaßte folgende Schritte: 1.) 71°C 2 min, Pause: Zugabe
der Template-DNA, 2.) 96°C 10 sec, 3.) 60°C 2 min, 4.) 71°C 2 min 5.) 71°C 6 min, 6.) 4°C.
Die Schritte 2-4 wurden 40x wiederholt. Die Amplifikate hatten eine Größe von 2,0 kb für das
Wildtyp- und 0,6 kb für das Ahsg -/- Allel.
2.4. Blutdruck-Messung
Systolischer und diastolischer Blutdruck wurden mit einer Standard Schwanzmanschette für
Mäuse mit dem Softron BP-98A Gerät (Tokio, Japan) gemessen. An jeder Maus wurden nach
einer kurzen Eingewöhnungszeit von 5 Minuten 10 sukzessive Messungen durchgeführt
(Dauer der Messung: ca. 5 Minuten) und der Mittelwert berechnet. Jedes Tier wurde nur
einmal zur Blutdruck-Messung eingesetzt. Verwendet wurden ausgewachsene Mäuse im Alter
zwischen 4 und 5 Monaten.
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2.5. Röntgenanalyse
Für die Röntgenuntersuchung wurden die Tiere kurzfristig (ca. 1-2 Minuten) mit Isofluran
narkotisiert. Pro Tier wurden zwei Röntgenaufnahmen gemacht: auf dem Bauch und der
rechten Seite liegend. Die Aufnahmen erfolgten mit dem Senographe DMR X-ray System
(GE Medical Systems S.A.) mit einer 1,9-fachen Vergrößerung und den Expositions-
Parametern 25 kV und 35mAs. Die Bedienung des Mammographie-Geräts lag in Händen von
Herrn Theo Halim (Klinik für Radiologische Diagnostik, UK Aachen). Es wurden Tiere im
Alter von 2, 6, 9 und 12 Monaten untersucht.
2.6. Autopsie, Histologie
Die Mäuse wurden für histologische Untersuchungen durch Genickbruch mit anschließendem
Blutverlust getötet. Entnommene Organe wurden fotografiert und danach in 4%
Paraformaldehyd in PBS mindestens 24 h fixiert. Die Organe wurden in Methylmetacrylat
eingebettet (Kooperation mit der AG Michael Amling, Uniklinik Eppendorf, Hamburg). Die
Schnitte wurden nach der Methode von von Kossa gefärbt und mit Eosin gegengefärbt.
2.6.1. Alizarinrot-Färbung
10 Monate alte D2, Ahsg +/+ und D2, Ahsg -/- Mäuse wurden durch eine Überdosis Isofluran
getötet. Nach Entfernung von Darm, Leber, Milz und Haut wurden die Karkassen jeweils für
eine Woche in 95% Ethanol fixiert und anschließend zum Entfernen des Fetts in Aceton
eingelegt. Danach erfolgte jeweils über 24 h eine Mazeration in 2% KOH, die Färbung mit
0,005% Alizarinrot in 1% KOH sowie die Entfärbung mit einer 1%igen KOH-Lösung. Bei
deutlicher Trübung wurde die Entfärbungs-Lösung gewechselt. Anschließend wurden die
Karkassen jeweils 3-4 Tage in 20, 50 und 80% Glycerin gelegt und zur weiteren Lagerung in
100% Glycerin überführt.
2.7. Serumanalyse
2.7.1. Serumgewinnung
Zum Bluten wurden die Mäuse durch eine Überdosis Isofluran getötet und am Herz punktiert.
Das gewonnene Blut wurde zur Serumgewinnung 1 Stunde bei Raumtemperatur stehen
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gelassen und 10 Minuten bei 1000g abzentrifugiert. Der Serumüberstand wurde abgenommen
und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung weggefroren.
2.7.2. Serologie
Die Standard-Serumchemie wurde im Institut für Versuchstierkunde und Zentrallaboratorium,
UK Aachen, von Frau Petra Kehrer durchgeführt. Folgende Parameter wurden gemessen:
Alkalische Phosphatase, Harnstoff, Creatinin, Ammoniak, sowie die Elektrolyte
anorganisches Phosphat, Magnesium, Calcium, Natrium, Kalium. Verwendet wurden Seren
von 9 Monate alten männlichen Tieren der vier Untersuchungsgruppen D2, Ahsg +/+, B6,
Ahsg +/+, D2, Ahsg -/- und B6, Ahsg -/-. Zudem wurden Seren von 1, 3-4 Monate sowie >6
Monate alten D2, Ahsg -/- Mäusen für einen zeitlichen Verlauf  verwendet. Für die
Bestimmung des ionisierten Calciums wurde das Blut mit einer heparinisierten Kapillare am
retroorbitalen Augenplexus des mit Isofluran betäubten Tieres entnommen und das ionisierte
Calcium direkt gemessen mit einem 634 Ca2+/pH Analyzer von Chiron Diagnostics.
2.7.3. PTH-Bestimmung
Die Messung der Parathormon-Konzentration im Serum wurde mit einem Ratten PTH IRMA
Kit von Immutopics (Vertrieb: Immundiagnostic AG, Bensheim, Kat.Nr. KI 1516,)
entsprechend der Anleitung durchgeführt. Zunächst wurde mittels 5 PTH-
Standardkonzentrationen (20-2400 pg/ml) eine Eichgerade bestimmt. Die Serumproben
wurden je nach vorhandenem Volumen unverdünnt oder 1:2 in der 0 pg/ml Standard-Lösung
verdünnt eingesetzt. Alle Standards und Seren wurden jeweils in Duplikaten gemessen.
2.8. Urinanalyse
2.8.1. Sammeln des Urins
Urinproben wurden jeweils morgens zwischen 8.30 und 10 Uhr gesammelt. Zum Auffangen
des Urins wurden die Tiere über Eppendorf-Gefäße gehalten und gegebenenfalls leicht am
Bauch in der Blasenregion massiert. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei
4°C gelagert. Unmittelbar vor der Analyse wurden die Proben abzentrifugiert.
Materialien und Methoden                                                                                                      29
2.8.2. Bestimmung der Gesamt-Protein- und Albumin-Konzentration im Urin
Die Gesamt-Proteinbestimmung wurde mit dem Bradford-Assay (Roti-Nanoquant, Roth)
durchgeführt. Hierzu wurden 3 µl Urin eingesetzt, das Verhältnis der OD 590 nm zu 450 nm
bestimmt und die Konzentration anhand einer BSA-Eichgerade berechnet.
Zur Bewertung der Albuminurie wurde die SDS-PAGE eingesetzt. 5 µl der Urinproben wurde
in der SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli, 1970) unter reduzierenden Bedingungen mit β-
Mercaptoethanol in 12,5%-igen Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Proteine wurden durch Coomassie-Färbung (Färbelösung: 25% Isopropanol, 10% Essigsäure,
0,2% Coomassie Blue R, Entfärbelösung: 12,5% Isopropanol, 10% Essigsäure) visualisiert.
Die Gele wurden zur computerisierten Densitometrie an einem Flachbett-Durchlicht-Scanner
(Agfa SNAPSCAN 1236) im Graustufen-Modus eingescannt. Die densitometrische
Auswertung der Albumin-Bande wurde mit Hilfe des Programms NIH Image 1.61b8
(http://rsb.info.nih.gov/nih-image/download.html) vorgenommen unter Verwendung von
BSA-Eichstandards.
2.9. 2D-Gelelektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten
Proteine aus humanen und murinen Seren wurden zweidimensional aufgetrennt. Zunächst in
der Isoelektrischen Fokussierung nach ihrer Ladung, anschließend nach ihrem
Molekulargewicht in der SDS-PAGE. Nachfolgend wurden die Gele silbergefärbt oder für
den Western-Blot mit anschließender Immundetektion eingesetzt.
2.9.1. Isoelektrische Fokussierung
Für die Isoelektrische Fokussierung wurden vorgefertigte IEF-Streifen verwendet. Dabei
handelte es sich um Acrylamid-Gele auf einem Plastikrücken mit einem immobilisierten pH-
Gradienten (IPG-Streifen), die vor Verwendung noch rehydratisiert werden mussten. Die
Proteinprobe kann man entweder auf den rehydratisierten Streifen applizieren oder direkt in
die Rehydrationslösung zugeben. Für die verwendeten Serumproben wurde die letztere
Technik verwendet.
Probenvorbereitung
6,25 µl Serum wurde mit 10 µl Probelösung 1 (10% SDS (AppliChem), 150mM DTT (ICN))
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für 5 Minuten aufgekocht. Anschließend wurde mit 483,75 µl Probelösung 2 (8 M Harnstoff
(Fluka), 4% CHAPS (AppliChem), 65 mM DTT (ICN), 40 mM Tris/Base (AppliChem),
Bromphenolblau) das Volumen auf 500 µl ergänzt und 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Probelösung abzentrifugiert und 60 µl davon mit 290 µl
Rehydrationslösung (8 M Harnstoff, 2% CHAPS, 40 mM DTT, 0,5% IPG Buffer pH 3,5-10,
Bromphenolblau) auf das Auftragsvolumen von 350 µl ergänzt. Alle Lösungen wurden
jeweils frisch mit Milli Q-Wasser angesetzt.
Probenauftrag
Die Proben wurden jeweils in die Mitte des wells im 17 cm Fokussierungsträger der Protean
IEF Cell (BIORAD) pipettiert. Die IEF-Streifen (IPG-Strips 3-10 non-linear pH gradient,
18cm, Amersham Biosciences) wurden eingelegt unter Beachtung gleichmäßiger
luftblasenfreier Benetzung der Oberfläche, indem die Streifen in der Lösung hin- und
hergezogen wurden. Zuletzt wurden sie mit ca. 1 ml Mineralöl überschichtet, um ein
Verdunsten der Probe zu verhindern.
Fokussierung
Zunächst wurden die 17 cm langen IPG-Streifen mit der Probe in der Rehydrationslösung
über Nacht für 12h rehydriert. Zu Beginn des Fokussierungs-Programms in der Protean IEF
Cell (BIORAD) wurden nacheinander jeweils 30 min 500 V bzw. 1000 V angelegt. Die
anfänglich niedrige Spannung minimierte die Protein-Aggregation und erlaubte zudem die
parallele Auftrennung von Proben mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen. Im dritten
Schritt wurde die Spannung für 1h auf 10 000 V erhöht. Da nach Ablauf dieser Zeitspanne
noch nicht die maximale Spannung erreicht ist, wurden im vierten Schritt 40 000 Vh für die
Fokussierung eingesetzt. Nach Ablauf des Programms wurde eine Endphase von 500 V
eingestellt bis zur Entnahme der Streifen, damit die Fokussierung erhalten blieb. Die IPG-
Streifen wurden entweder direkt verwendet für die zweite Dimension oder in Folie bei -80°C
weggefroren. Alle Schritte erfolgten bei 20°C. Für die Erhöhung der Voltzahl wurde eine
schnelle Steigung ausgewählt.
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2.9.2. Äquilibrierung
Vor der Äquilibrierung wurde das anhaftende Öl vom IEF-Streifen abgetropft bzw. die
weggefrorenen 1. Dimensionen aufgetaut. Die Streifen wurden in Petrischalen eingelegt (am
Schalenrand entlang, die Gelseite zum Inneren der Schale orientiert) und nacheinander mit
jeweils 20 ml der Äquilibrierungs-Lösung 1 (6 M Harnstoff (Fluka), 50 mM Tris pH 8,8
(AppliChem), 30 % Glycerin (Fluka), 2 % SDS (AppliChem), 1% DTT (ICN)) und Lösung 2
(gleiche Lösung wie 1, nur anstelle von DTT 4% Iodacetamid sowie Bromphenolblau
zugesetzt) pro Streifen 14 Min unter Schütteln inkubiert.
2.9.3. SDS-PAGE (2. Dimension)
Herstellen der Polyacrylamidgele für die 2. Dimension
Für die 2. Dimension wurden 1,5 mm dicke 20 x 20 cm große Gele für die Protean II xi Cell
(BIORAD) hergestellt. Für zwei 10%ige Polyacrylamid-Gele wurden 120 ml Lösung (30 ml
4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCl, 0,4% SDS pH 8,8), 40 ml 30% Acrylamid-Mix
(AppliChem), 49,3 ml Milli Q, 96 µl TEMED (Roth), 800 µl 10% APS (SERVA)) angesetzt.
Nach dem Gießen der Gele erfolgte eine Überschichtung mit Isobutanol, um eine gerade
Oberfläche zu erhalten.
Auflegen des IEF-Streifen auf die 2. Dimension, Elektrophorese
Die äquilibrierten Streifen wurden 3-10 Minuten auf einem mit Milli Q angefeuchtetem
Whatman-Papier abgetropft, anschließend mit Lämmli-Puffer benetzt und auf die 2.
Dimension aufgelegt. Zum Schluß wurden die Gelstreifen der 1. Dimension durch Einbettung
in vorgewärmte Agaroselösung (0,5% Agarose in Lämmli-Laufpuffer + Bromphenolblau) auf
die 2. Dimension geklebt. Nach dem Abkühlen der Agarose wurde der Lämmli-Laufpuffer
(Laemmli, 1970) aufgefüllt und die Elektrophorese gestartet. Das Netzgerät (PowerPac 3000,
BIORAD) wurde wie folgt programmiert: Schritt 1: 20 min 40 mA, Schritt 2: 10 Stunden 65
mA. Die Elektrophorese wurde nach ca. 6 Stunden bei 65 mA bei Auslauf der
Bromphenolblau-Front gestoppt. Das Gel wurde je nach weiterer Verwendung entweder
sofort in die Fixierlösung der Silberfärbung eingelegt oder direkt für den Western-Blot
verwendet.
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2.9.4. Silberfärbung (Heukeshoven and Dernick, 1988)
Das Gel wurde für mindestens 2 x 15 min fixiert (Fixierlösung: 30 % Ethanol, 10 %
Essigsäure). Darauf erfolgte der primäre Sensitisierungsschritt (Sensitisierungslösung: 30 %
Ethanol, 0,4 % NaHAc, 0,15 % Na2S2O3*5 H2O, 0,5 % Glutardialdehyd, pH 6, frisch
angesetzt!) für 1h, woran sich ausgedehnte Waschschritte (4 x 15 min mit Wasser) und die
Silbernitratlösung (Silbernitratlösung: 0,1 % Silbernitrat, 0,01 % Formaldehyd) für 1h
anschlossen. Nach Inkubation der Silberlösung wurde das Gel kurz in Wasser geschwenkt,
dann ca. 50 ml Entwicklerlösung (2,5 % Natriumcarbonat, 0,015 % Formaldehyd) zugegeben
bis zu einer deutlichen gelblichen Verfärbung nach ca. 1/2 min. Die Entwicklerlösung wurde
gewechselt und das Gel mit frischer Entwicklerlösung bis zum gewünschten Färbeergebnis
inkubiert. Abgestoppt wurde der Färbeprozess mit 5 % Essigsäure. Alle Schritte erfolgten in
einem Volumen von ca. 250 ml/Gel bei Raumtemperatur unter Verwendung von Milli Q
Wasser in allen Lösungen. Bemerkungen: 1. Gel so wenig wie möglich anfassen, Lösungen
vorsichtig am Rand mit einer Wasserstrahlpumpe absaugen. 2. Inkubationszeiten gelten für
1,5 mm dicke Gele, für dünnere Gele sind kürzere Zeiten ausreichend.
2.9.5. Protein-Quantifizierung
Die silbergefärbten 2D-Gele wurden an einem Flachbett-Durchlicht-Scanner (Agfa
SNAPSCAN 1236) im Graustufen-Modus eingescannt und mit einer 2D-Analyse-Software
(PDQuest 2-D Analysis Software Version 6.2.1 für Macintosh) ausgewertet. Ein Matchset
wurde aus einer Serie aus insgesamt 12 Gelen von Mausserum-Proben hergestellt (jeweils
drei Seren von männlichen B6 Wildtyp-Kontrollen und B6, Ahsg -/- Kontrollen sowie von
beiden Genotypen Proben 24 Stunden nach partieller Hepatektomie). Ein Standard-Gel wurde
anhand von einem repräsentativen Gel (Nr. 7, Wildtyp, pHx) generiert und zusätzliche Spots
aus anderen Gelen hinzugefügt. Die Spoterkennung wurde mit den Optionen Median-Filter
und dem Gauss-Spotmodell ohne weitere Normalisierung durchgeführt. Mit diesem Verfahren
konnten 466 Spots im Standard-Gel erfaßt werden. Größere Spot-Ansammlungen von
Hauptplasmaproteinen konnten nach diesem Verfahren jedoch nicht quantifiziert werden
aufgrund von Überlagerungen von einer Vielzahl von Spots sowie der Sättigung der
Spotintensitäten. Die Ergebnisse für ausgewählte Spots sind jeweils in einem eigenen
Histogramm dargestellt. Für die Signifikanz-Berechnung mit dem Student's T-Test wurden
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die Werte beider Genotypen der gleichen Behandlung zusammengefasst. Die Angabe des
Vielfachen wurde aus den Mittelwerten der beiden Gruppen (unbehandelt, pHx) berechnet.
2.10. Transfer-Technik für Proteine und Immundetektion
Zur Detektion von Proteinen mit spezifischen Antikörpern (Western-Blotting) wurden die zu
untersuchenden Proteine vom SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (Optitran BA-S83,
Schleicher&Schuell) transferiert. Der Transfer erfolgte nach der Semidry-Blotting Methode
(Schägger and von Jagow, 1991) mit einem 2-Puffersystem: Anodenpuffer: 0,3M ε-
Aminocapronsäure, 30 mM Tris, Kathodenpuffer: 0,3 M Tris, 0,1 M Tricin für 2 h bei 1,5 mA
pro cm2 Gel. Die Qualität des Transfers wurde mittels einer Ponceau S-Zwischenfärbung
(0,2% Ponceau S in 3 % Trichloressigsäure) beurteilt.
Die freien Bindungsstellen auf der Membran wurden durch 30-minütige Inkubation in PBS
inkl. 5 % Milchpulver abgesättigt. Die Erst- und Zweit-Antikörperlösungen wurden in PBS
inkl. 5 % Milchpulver jeweils 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zwischen den
Inkubationsschritten wurde die Membran 3 x 5 Minuten in PBS inkl. 0,1 % Nonidet P-40
(NP-40) gewaschen. Die eingesetzten polyklonalen Anti-Fetuin-A/B-Antikörper stammen aus
Laborbeständen. Weitere polyklonale Antiseren gegen α2-Makroglobulin, Murinoglobulin
und Contrapsin wurden freundlicherweise von Dr. K. Yamamoto (Kinki Universität Osaka,
Japan) zur Verfügung gestellt. Der eingesetzte Sekundär-Antikörper (Dianova) war mit dem
Enzym Peroxidase konjugiert und wurde mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. Hierzu
wurden die Membranen eine Minute in Substratlösung  (20 ml 0,1 M Tris/HCl, pH 8,5 inkl.
100 µl 250 mM 3-Aminophtalhydrazid (Luminol), 100 µl 90 mM p-Coumarsäure und 6,12 µl
30% H2O2) inkubiert. Die Reagenzien sind als Stammlösungen (250 mM Luminol 0,443 g in
10 ml DMSO, 90 mM p-Coumarsäure 0,148 g in 10 ml DMSO) im Dunkeln bei
Raumtemperatur haltbar. Die Exposition der Röntgenfilme erfolgte über 10 Sekunden bis 2
Minuten je nach Stärke des Antikörpersignals.
2.11. Herstellung von monoklonalen Anti-Mausfetuin-Antikörpern
(MAMF)
Monoklonale Antikörper gegen natives Mausfetuin-A wurden nach einer Standard-Methode
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(Köhler, G., Milstein, C., Nature 256, 495-497) mit Modifikationen durchgeführt (Hock,
Vogel, Linke, Müller-Esterl, JBC, 1990, 265:12005-12011). Männliche B6, Ahsg -/- Mäuse
wurden immunisiert und die Milzzellen mit X63./Ag8.653 Myelomzellen fusioniert. Die
Fusionierung erfolgte durch Verwendung von 50% Polyethylenglycol 4000 (Merk) als
fusogenes Agens. Die Hybridoma-Zellen wurden durch Zusatz von HAT- bzw. HT-
Supplement zum RPMI-Medium inkl. 10% FCS, Glutamin und Penicillin/Streptomycin
selektiert. Hybridoma-Zellen wurden durch einen indirekten ELISA auf die spezifische
Antikörper-Produktion gescreent. Kolonien, die den gewünschten Antikörper herstellen,
wurden durch mehrfache limitierende Verdünnung subkloniert. Schlecht wachsende Klone
bzw. frisch aufgetaute Klone wurden in einem speziellen Medium (Hybridoma Medium Low
Protein, Gibco BRL) mit Nutridoma-Zusatz (Boehringer Mannheim) sowie 10% FCS,
Glutamin und Penicillin/Streptomycin kultiviert.
2.11.1. Enzyme-linked Immunosorbent assay (ELISA)
Microtiter-Platten (96 well, MaxiSorb, Nunc) wurden über Nacht mit 100 µl/well 0,5 µg/ml
Mausfetuin-A in 0,1 M Natriumacetat pH 5,5 beschichtet. 50 µl Hybridoma-Überstände
wurden 1:2 in PBS pH 7,4 inkl. 0,05 % Tween 20 und 2 % BSA verdünnt und für 2 h
inkubiert. Der Peroxidase-konjugierte Zweitantikörper (Kaninchen Anti-Maus-
Immunglobuline, DAKO) wurde im gleichen Blockierungs-Puffer 1:2000 verdünnt und 1h
inkubiert. Die Umsetzung des Substrats ABTS (2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolinsulfonat))
in Substratpuffer (0,1 M Citronensäure, 0,1 M Na2HPO4, pH 4,5 inklusive 0,1 % ABTS und
0,012 % H2O2, 200 µl/well) erfolgte über 30 Minuten. Zwischen den Schritten wurde 5x mit
PBS inkl. 0,05 % Tween 20 gewaschen. Die Messung erfolgte bei 410 nm am ELISA-
Photometer. Alle Inkubationen außer dem Beschichten bei 4°C erfolgten bei 37°C.
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3. Ergebnisse
3.1. Zucht von Fetuin-A-defizienten Mäusen
3.1.1. Etablierung der PCR-Methode zur Genotypisierung
Bei der Rückkreuzung von Fetuin-A-defizienten Mäusen auf einen genetisch definierten
Hintergrund sowie der nachfolgenden Heterozygoten-Verpaarungen war es erforderlich, den
Genotyp der jeweiligen Jungtiere zu bestimmen. Zur Vereinfachung dieser zur Zucht
notwendigen Genotypisierung sollte vom etablierten Southern-Blot (Jahnen-Dechent et al.
1997), (Abbildung 2 rechts) auf den PCR-Nachweis umgestellt werden. Die Alternative der
PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist vor allem mit einem geringeren Arbeitsaufwand
verbunden. Weitere Vorteile sind das schnellere Ergebnis: 2 Tage mit der PCR-Technik statt
6-7 Tagen für den Southern-Blot sowie das nichtradioaktive Arbeiten.
Abbildung 2: Strategien zum Nachweis des Fetuin-A-Genotyps. Beim Southern-Blot wird ein
Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus nach Sca I-Verdau ausgenutzt. Die Sonde erkennt spezifisch ein
13 kb Fragment im Wildtyp-Locus (Wt), bzw. ein 6,3 kb Fragment im mutierten (KO) Locus (gestrichelte
Linien, siehe auch Blot rechts). Während diese Sonde im 5' Bereich des Gens (Box mit Exon/Introns im
Wildtyp-Locus) liegt, wurde für die PCR-Methode der 3' Bereich als Zielsequenz verwendet. Im Wildtyp-Locus
entsteht mit dem gewählten Primerpaar ein 2 kb großes Amplifikat. Bei Kombination des gleichen Reverse
Wildtyp-Primers mit einem in der Neomycin-Kassette liegenden Primer ergibt sich ein 0,6 kb Amplifikat.
Zur einfacheren Auswertung der PCR sollten sowohl Wildtyp- als auch KO-PCR-Produkt in
einem Ansatz nachweisbar sein. Aus diesem Grund wurde ein Reverse-Primer aus dem
homologen Bereich am 3' Ende des Ahsg-Gens gewählt, der auch noch im KO-Konstrukt
+/- -/- +/+ +/-
13 Kb
6,3 Kb
Sca ISca I H B
13 Kb
Neomycin
Sca I BSca I
Sonde
6,3 Kb
B
0,6 Kb 2 Kb
Wt
KO
5' 3'
5' 3'
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vorhanden ist (graue Linien in Abbildung 2) und mit zwei Primern mit spezifischer Sequenz
für die Neomycin-Kassette im KO-Allel sowie der Ahsg-Gensequenz, die im KO-Konstrukt
deletiert ist, kombiniert. Eine solche Multiplex-PCR bedarf verschiedener Optimierungen. Es
wurden eine Reihe von Parametern verändert. Darunter waren die Variation der a) Annealing-
Temperatur (56, 58 und 60°C), b) Synthesedauer (1 bis 2 min) und c) Anzahl der PCR-Cyclen
(30, 35 und 40 Cyclen). Den stärksten Einfluß hatte jedoch der Einsatz von PCR-Zusätzen
(Abbildung 3). Ohne Zusatz ergaben sich nur eine Reihe niedermolekularer unspezifischer
Reaktionsprodukte. Bei Verwendung von 5% DMSO als gebräuchlichstem
Optimierungsreagenz ergaben sich zwar Amplifikate mit Wildtyp-DNA als Template, jedoch
handelte es sich hier um unspezifische Banden. Der Zusatz von Q-Solution (Quiagen) oder 1
M Betain ergab eine deutliche Verbesserung. Sie ergaben beide das gleiche erwartete
Bandenmuster mit 0,6 kb bei Fetuin-A-KO-DNA  und 2 kb bei Wildtyp-DNA.
Abbildung 3: Einfluß von PCR-Zusätzen auf die Fetuin-A-Multiplex-PCR. In die PCR-Ansätze mit den
verschiedenen Zusätzen: ohne Zusatz, 5% DMSO, 1x Q-Solution (Quiagen) und 1M Betain (Sigma) wurden die
unterschiedlichen DNA-Proben hinzugegeben: K: Kontrolle (H2O) bzw. aus Schwanzgewebe isolierte DNA von
Wildtyp- (+/+), Heterozygoten- (+/-) und Knockout- (-/-) Mäusen.
Sowohl DMSO als auch Betain beeinflussen die Schmelztemperatur von DNA. DMSO
unterbricht die Basenpaarung und Betain soll speziell auf GC-reiche DNA destabilisierend
wirken (Mytelka and Chamberlin, 1996). Dem Betain werden jedoch noch andere Wirkungen
zugeschrieben (Rees et al.  1993). Welches der beiden Reagenzien wirksam ist, muss für jede
PCR individuell herausgefunden werden. In diesem Fall war es eindeutig Betain bzw. die Q-
Solution von Quiagen. Eine Recherche ergab, dass die proprietäre "Q-Solution" Betain enthält
(Frackman et al.  1998). PCR-Ansätze mit 1 M Betain erwiesen sich in der Tat als
K +/+ +/- -/- K +/+ +/- -/- K +/+ +/- -/- K +/+ +/- -/-
ohne Zusatz BetainQ-SolutionDMSO
1,5
1,0
0,5
0,1
kb AHSG +/+
AHSG -/-
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gleichwertig zur Q-Solution. Im Weiteren wurde Betain als die kostengünstigere Alternative
verwendet.
Weiterhin war die Abstimmung des Verhältnisses von Wildtyp zu KO-Primer notwendig, da
generell bei einer PCR mit mehreren Amplifikaten bevorzugt das kleinere PCR-Produkt
synthetisiert wird (siehe Abbildung 3: Heterozygoten DNA bei Zusatz von Q-Solution und
Betain). Deshalb wurde der KO-Primer im Weiteren in einer um die Hälfte erniedrigten
Konzentration gegenüber dem Wildtyp-Primer eingesetzt.
3.1.2. Rückkreuzung der Fetuin-A-Knockout Tiere auf einen genetisch definierten
Hintergrund
Der ursprüngliche Gen-Knockout des Serumproteins Fetuin-A (Ahsg) entstand aus
technischen Gründen auf einem gemischten genetischen Hintergrund aus den Stämmen
129/Sv und C57BL/6. Bei der initialen Charakterisierung konnten bei einigen wenigen der
makroskopisch normal erscheinenden Mäuse ektopische Mikro-Kalzifizierungen beobachtet
werden (Jahnen-Dechent et al.  1997). Eine mögliche Ursache für dieses nur sporadische
Auftreten könnte der heterogene genetische Hintergrund sein. Um deshalb stammspezifische
Effekte auf den Phänotyp der Gendeletion auszuschließen (siehe Kapitel 1.6.3) wurden die
Tiere auf zwei verschiedene Stämme zurückgekreuzt. Bei dem einen handelt es sich um den
bestens definierten Laborstamm C57BL/6 (B6). Der zweite Stamm DBA/2 (D2) wurde
ausgewählt, da er zur spontanen Kalzifizierungen neigt (siehe Kapitel 1.6.3, (van den Broek et
al.  1997)). Beide Rückkreuzungen, bei denen jeweils heterozygote Weibchen mit
zugekauften Männchen des gewünschten Inzuchtstamms verpaart wurden, wurden bis in die
zehnte Generation fortgeführt (Stammbäume siehe Anhang). In der 10. Generation ist der
genetische Hintergrund zu 99,9% mit dem entsprechenden Inzuchtstamm identisch.
Die Rückkreuzung auf den Stamm B6 nahm 32 Monate in Anspruch. Die gleichzeitig
begonnene Rückkreuzung auf den D2 Hintergrund konnte aufgrund schlechterer
Zuchteigenschaften dieses Stammes (Nagasawa et al.  1973; Nelson et al.  1992) erst nach 39
Monaten abgeschlossen werden.
Bei Heterozygoten-Verpaarungen zeigte sich bei dem Stamm B6 das erwartete Mendel'sche
Verhältnis (Ahsg +/+ : Ahsg +/- : Ahsg -/- = 1:2:1). Dies lässt darauf schließen, dass Fetuin-
A-defiziente Tiere während der Embryonalentwicklung nicht benachteiligt sind. Im
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Gegenteil: Der Anteil der B6, Ahsg -/- Tiere lag mit 26,7% bei den Männchen bzw. 28,8% bei
den Weibchen sogar etwas über den erwarteten 25% (siehe Tabelle 1). Die Verhältnisse nach
der Rückkreuzung auf den Stamm DBA/2 waren ganz anders gelagert. Die D2, Ahsg -/-
Weibchen waren prozentual etwas unterrepräsentiert (15,2%), während die Männchen mit
28,6% dem Erwartungswert entsprachen. Ob diese Abweichung eine höhere Sterblichkeit von
D2, Ahsg -/- Weibchen bedeutet oder innerhalb der statistischen Bandbreite liegt, wird gerade
untersucht und erfordert wesentlich höhere Tierzahlen.
Stamm Geschlecht insgesamt genotypisiert +/+ +/- -/-
C57/BL6 männlich
weiblich
198 (51,8)
184 (48,2)
198 (100)
184 (100)
36 (18,2)
46 (25,0)
109 (55,1)
85 (46,2)
53 (26,7)
53 (28,8)
DBA/2 männlich
weiblich
86 (51,2)
82 (48,8)
84 (100)
79 (100)
26 (30,9)
24 (30,4)
34 (40,5)
43 (54,4)
24 (28,6)
12 (15,2)
Tabelle 1 Geschlechts- und Genotypen-Verteilung bei der Nachkommenschaft von heterozygoten
Elterntieren. Zahlen in Klammern sind die entsprechenden Angaben in Prozent. Die Anzahl der insgesamt
genotypisierten Mäuse pro Stamm und Geschlecht entspricht jeweils 100%.
3.1.3. Zucht der Ahsg -/- Mäuse auf definiertem Hintergrund
Nach Abschluß der Rückkreuzungen zeigte sich bei der Expansion der reinen Ahsg -/- Zucht
auf den beiden definierten genetischen Hintergründen im Vergleich zu Wildtyp-Zuchtpaaren
ein deutlicher Unterschied. Die Anzahl Würfe pro Paarung war bei den D2, Ahsg -/- Mäusen
stark reduziert gegenüber den Wildtypen des gleichen Stamms (2,4 ± 0,8 gegenüber 7,8 ± 2,4;
n=5 Paarungen für jeden Genotyp). Die Anzahl Junge pro Wurf war jedoch etwa gleich (4,5 ±
1,85, n=12 bzw. 4,62 ± 2,01, n=29). Der offensichtliche Grund für diesen Unterschied war die
Tatsache, dass zwei der fünf D2, Ahsg -/- Mütter nach der Geburt des zweiten Wurfs
gestorben waren. Der Vergleich zwischen B6, Ahsg -/- Zucht und B6-Wildtyp-Paarungen
ergab hingegen keine Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der Würfe. Die durchschnittliche
Anzahl Nachkommen pro Wurf bei den B6, Ahsg -/- (5,4 ± 2,2, n=27) gegenüber den B6,
Ahsg +/+ (6,5 ± 2,4, n=27) war ebenso nicht signifikant unterschiedlich.
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Eine unterschiedliche Zuchtleistung zwischen D2, Ahsg -/- und B6, Ahsg -/- wird deutlich bei
der vergleichenden Betrachtung der beiden Stammbäume (siehe Anhang). Bei der Zucht der
Generation N10F3 (10. Rückkreuzungsgeneration, 3. Inzuchtgeneration) zeigte sich, dass bei
den D2, Ahsg -/- Mäusen maximal 4 Würfe von einem Weibchen geboren wurden, während
bei den B6, Ahsg -/- bis zu 11 Würfe pro Verpaarung möglich waren. Einige der aufgeführten
B6, Ahsg -/- Verpaarungen hätten durchaus noch mehr Würfe hervorgebracht, die Eltern
wurden aber aus verschiedenen Gründen vorher getrennt. Diese Trennung erfolgte jedoch
nicht bei der D2-Zucht.
Weiterhin war in besonderem Maße zu beobachten, dass viele neugeborene D2, Ahsg -/-
Mäuse speziell in den Generationen N10F4 und F5 verstarben. Aufgrund dieses
Zuchtengpasses wurden D2, Ahsg -/- Männchen aus der N10F5-Generation mit zugekauften
reinen D2, Ahsg +/+ Inzucht-Weibchen verpaart, um die Zucht Fetuin-A-defizienter Tiere auf
dem D2-Hintergrund wenigstens in heterozygoter Form aufrecht zu erhalten. Bei diesen
Paarungen ergaben sich Würfe in regelmäßiger Folge, bis die Eltern nach ihrem 4. bis 5. Wurf
getrennt wurden (Würfe gekennzeichnet mit DH im Stammbaum, siehe Anhang).
Demgegenüber standen bei der reinen D2, Ahsg -/- Verpaarung in derselben Generation
(gekennzeichnet mit DK) nur maximal 3 Würfe, wobei hier die Eltern über einen längeren
Zeitraum zusammenblieben. Zudem starben auch hier die Neugeborenen in 2 von insgesamt 7
Würfen (DK111A.2 und DK108A.1, im Stammbaum nicht aufgeführt). Da diese auffällig
erhöhte Sterblichkeit der Neugeborenen bei der reinen D2, Ahsg -/- weder bei der vorherigen
Rückkreuzung auf den D2-Hintergrund bei heterozygoten Müttern noch bei der Verpaarung
von D2, Ahsg -/- Männchen mit D2, Ahsg +/+ Weibchen zu beobachten war, deutet dies
darauf hin, dass die Schwangerschaft bzw. Aufzucht der Jungtiere für die D2, Ahsg -/-
Weibchen eine besonders große Belastung darstellt.
3.2. Analyse des Phänotyps der Fetuin-A-Defizienz
3.2.1. Mortalität
Als nächstes wurde untersucht, ob neben den D2, Ahsg -/- Muttertieren, die aufgrund der
zusätzlichen körperlichen Belastung durch Schwangerschaft und Laktation von der Fetuin-A-
Defizienz betroffen sind, auch generell eine höhere Morbidität und Mortalität bei den D2,
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Ahsg -/- Tieren vorzufinden ist. Dazu wurde die Anzahl spontan verstorbener Tiere bis zum
Alter von 6 Monaten über einen Zeitraum von 11/2 Jahre hinweg ermittelt und prozentual zur
Gesamtzahl dargestellt (Abbildung 4). Ältere Tiere wurden nicht in der Statistik
berücksichtigt, da es speziell bei den D2, Ahsg -/- Tieren eine zu geringe
Vergleichspopulation gab aufgrund der weiteren Verwendung als Versuchs- oder Zuchttier.
Abbildung 4  Abhängigkeit der Mortalität vom genetischen Hintergrund. Die Prozentzahlen stellen den
Anteil spontan verstorbener Tiere von der Gesamtzahl der Tiere gleichen Genotyps dar. Erfaßt wurden in einem
Beobachtungszeitraum von 11/2 Jahren insgesamt 595 Mäuse des Stammes B6 und 335 D2-Tiere. In die
Berechnung sind nur Tiere einbezogen worden die jünger als 6 Monate waren. Wildtyp-Tiere sind durch dunkle
Balken hervorgehoben, KO-Tiere sind als helle Balken dargestellt.
Bei den Fetuin-A-defizienten Tieren auf dem B6-Hintergrund war keine erhöhte
Mortalitätsrate im Vergleich zu Wildtyp-Tieren des gleichen Stamms feststellbar. Alle Werte
lagen unterhalb von 5%, wobei die Mehrzahl der spontanen Todesfälle innerhalb der ersten 2
Lebensmonate auftrat.
Bei den D2, Ahsg -/- Mäusen ergab sich jedoch ein drastisch anderes Bild. Während die
Sterblichkeit bei D2 Wildtyp-Mäusen mit 2,2 % bei männlichen und 1,5 % bei weiblichen mit
der von Mäusen auf dem B6-Hintergrund übereinstimmt, ist die Mortalität bei dem Stamm
D2, Ahsg -/- signifikant auf 24 % bei Männchen und 26,5 % bei Weibchen erhöht.
Wir vermuteten, dass die verschlechterte Zuchteigenschaft und die erhöhte Mortalität der D2,
Ahsg -/- Mäuse auf einen verstärkten Kalzifizierungsphänotyp zurückzuführen ist. Dies wurde
im Weiteren untersucht.
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3.2.2. Röntgenanalyse der Fetuin-A-Knockout Mäuse
Hochauflösende Röntgenaufnahmen lebender Tiere ergaben einen schweren systemischen
Kalzifizierungsphänotyp bei D2, Ahsg -/- Mäusen (siehe Abbildung 5). Ein ähnliches
Erscheinungsbild trat weder bei den parallel untersuchten D2 Wildtypen noch bei B6, Ahsg, -
/- Mäusen auf. Die Kalzifizierungen der D2, Ahsg -/- Mäuse waren punktuell und
augenscheinlich überall vorzufinden, wobei sie besonders auffällig waren am Thorax im
Bereich hinter den Vorderbeinen, der Niere und den Hoden (Abbildung 5A). Von mehr als 50
geröntgten D2, Ahsg -/- Mäusen hatten ausnahmslos alle Tiere sichtbare Kalzifizierungen.
Das Ausmaß korrelierte dabei jedoch deutlich mit dem Lebensalter. Während 9 Monate alte
Mäuse alle sehr starke Kalzifizierungen in einer Vielzahl von Organen aufwiesen, waren bei
jüngeren Tieren hauptsächlich die Niere und der Thorax betroffen (Abbildung 5B, C). Bei 2
Monate alten Mäusen waren ektope Kalzifizierungen nur im Nierenbecken und am oberen
Thorax detektierbar. Die Beeinträchtigung der gesamten Niere ist bei einem 6 Monate alten
D2, Ahsg -/- Weibchen exemplarisch gezeigt (Abbildung 5C).
Heterozygote D2, Ahsg +/- Tiere zeigten auch im Alter von einem Jahr keine radiologisch
erkennbaren Kalzifizierungen, d.h. die Hälfte der im Blut zirkulierenden Fetuinmenge ist in
der Maus ausreichend, um den drastischen Kalzifizierungs-Phänotyp zu verhindern.
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Abbildung 5 Röntgenanalyse von Mäusen verschiedenen Genotyps und Alters. Die Tiere wurden mit
Isofluran betäubt und in Bauchlage mit einem Mammographie-Gerät geröntgt. (A) 9 Monate alte männliche
Mäuse der jeweils bezeichneten Genotypen und Stämme. (B, C) Röntgenaufnahmen von zwei (B) bzw. sechs
Monate (C) alten D2, Ahsg -/- Weibchen. Die Pfeile deuten auf die besonders stark kalzifizierten Bereiche wie
den oberen Thorax, die Nieren bzw. anfänglich das Nierenbecken (in B) und die Hoden (in A) hin.
3.2.3. Bluthochdruck bei D2, Ahsg -/- Tieren
Eine solche schwere systemische Kalzifizierung hat Konsequenzen für die Funktion vieler
Gewebe. Bei einer vaskulären Kalzifizierung ist ein erhöhter Blutdruck zu erwarten, da die
Elastizität der Adern verloren geht. Eine Beeinträchtigung der Nierenfunktion kann ebenfalls
Hypertension (Bluthochdruck) verursachen, da die Niere eine wichtige Funktion bei der
Regulation des Blutdrucks ausübt. Da sich schon allein ein hoher Blutdruck schädlich auf
verschiedene Gewebe auswirken kann, wurde überprüft, ob diese zusätzliche Komplikation
speziell in den D2, Ahsg -/- Mäusen nachzuweisen ist. Untersucht wurden dafür 4-5 Monate
alte nicht-narkotisierte Tiere aller vier Gruppen. Tatsächlich waren sowohl der systolische als
auch der diastolische Blutdruck signifikant bei D2, Ahsg -/- Mäusen im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren des gleichen Stamms erhöht (Tabelle 2). Die Blutdruckmessung der D2, Ahsg
-/- Mäuse ergab bei beiden Geschlechtern systolische Werte um 140 mm Hg, wobei bei den
D2 Wildtypen der Blutdruck augenscheinlich abhängig vom Geschlecht ist, da die Werte der
Weibchen deutlich höher lagen. Ein anderer Grund für die etwas niedrigere Signifikanz
zwischen den Weibchen der beiden Genotypen könnte auch die etwas geringere
Gruppengröße sein.
Bei dem Stamm B6 zeigte sich schon wie bei der Mortalität und der Röntgenanalyse auch
kein deutlicher Unterschied zwischen Fetuin-A-Knockout und Wildtyp, obwohl hier
zumindest der diastolische Wert bei den Männchen signifikant erhöht war. Weitere konsistent
unterschiedliche Ergebnisse waren auf diesem genetischen Hintergrund trotz einer höheren
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Anzahl Tiere pro Gruppe als bei dem DBA/2 Stamm nicht feststellbar. Somit ist der
Bluthochdruck offenbar kein Effekt der Gendeletion, sondern sekundär entstanden aufgrund
der Kalzifizierung von Arterien und/oder der Niere, die in erheblichem Maße bei Fetuin-A-
defizienten Tieren auf dem DBA/2-Hintergrund auftritt.
Stamm Geschlecht Genotyp   n systolischer    p diastolischer    p
+/+   10 115,5 ±  8,2 70,6 ±  4,5m
-/-   11 120,5 ± 10,7
   0,11
78,1 ± 10,2
   0,018     *
+/+   12 109,7 ±  9,4 70,5 ±  4,9B6 w
-/-   11 111,6 ± 14,2
   0,35
71,1 ±  8,6
   0,41
+/+     8 107,5 ±  8,3 65,8 ±  3,3m
-/-     7 137,9 ± 11,2
  5x 10-5 ***
76,7 ±  5,5
   0,0006 ***
+/+     5 123,5 ±  7,9 72,0 ±  6,6D2 w
-/-     5 140,4 ± 11,3
   0,014     *
86,4 ±  9,7
   0,014     *
Tabelle 2 Blutdruckmessungen bei Mäusestämmen verschiedenen Genotyps und Geschlechts. Gemessen
wurde der systolische und diastolische Blutdruck in mm Hg. Pro Gruppe wurden mindestens 5 Tiere (n: Anzahl
der Mäuse) erfaßt. Die Ergebnisse repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von jeder Gruppe,
wobei von jedem Einzeltier 10 sukzessive Messungen durchgeführt wurden. * p < 0,5, *** p < 0,001
3.2.4. Autopsie von D2 Wildtyp- und Knockout-Mäusen
Organschäden, die durch eine solche massive systemische Kalzifizierung, wie sie bei den D2,
Ahsg -/- Tieren vorzufinden ist, mit Sicherheit auftreten, sollte man eigentlich schon
makroskopisch erkennen können. Aus diesem Grund wurde gezielt bei Tieren im Alter von
einem Jahr eine Autopsie durchgeführt. Mit bloßem Auge zeigten sich bei der Betrachtung
der Niere, die wie in der Röntgenanalyse festgestellt schon im frühen Alter von zwei Monaten
betroffen ist, unterschiedliche Bilder des Nierenschadens. Zum einen die Nephrocalcinose in
Form von weißen Mineralablagerungen (Abbildung 6B), die auch fühlbar verhärtet waren.
Zum anderen die Hydronephrose bei der infolge von Stauungen des Primärharns sogar die
Nierenkapsel teilweise zerstört war (Abbildung 6A).
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Abbildung 6 Autopsie von DBA/2 Wildtyp- und Knockout-Mäusen. Dargestellt sind in (A) Nieren und (C)
Hoden von männlichen Tieren, (B) der weibliche Urogenitaltrakt sowie (D) Herz und (E) Zunge von D2-
Mäusen. Rechts oberhalb des Herzbeutels in (D) liegt der Thymus. Links im Bild ist jeweils das Wildtyp-
Gewebe, rechts das entsprechende Organ des Ahsg -/- Tieres gleichen Geschlechts.
Wie auch schon im Röntgenbild erkennbar (Abbildung 5A) liegt eine starke Kalzifizierung
der Hoden vor. Dies stellte sich in der Autopsie in Form von degenerativ verkleinerten Hoden
(Abbildung 6C) dar. Aber auch der weibliche Urogenitaltrakt war betroffen. Ein Indiz für die
Morbidität war auch das deutlich geringere Volumen des umliegenden Fettgewebes
(Abbildung 6B). Weitere augenscheinlich stark betroffene Organe waren das Herz und die
Zunge. Beide Organe sind im Stamm DBA/2 charakteristischerweise auch bei einer durch
Kälte oder Verletzung provozierten dystrophen Kalzifizierung betroffen. Am Herzbeutel im
Bereich der Herzkammern (Ventrikel) zeichneten sich Mineralablagerungen in Form von
ausgedehnten weißen Plaques/Läsionen ab (Abbildung 6D). Gleiches galt für die Vorhöfe
(Atria), die oben rechts im Bild orientiert sind (Abbildung 6D). Ein ähnliches Bild zeigt sich
auch für die Zunge. In der Seitenansicht ließen sich weiße Läsionen am Zungengrund
feststellen (Abbildung 6E).
3.2.5. Nachweis von Calcium-Ablagerungen im Gewebe durch Alizarinrot-Färbung
In der Autopsie konnten vielfach weiße Läsionen sowie degenerierte Organe diagnostiziert
werden. Um nachzuweisen, ob es sich hierbei um Mineralablagerungen handelte, wurde
Calcium durch Alizarinrot S nachgewiesen.
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Urogenitaltrakt
Eine an 10 Monate alten Mäusen durchgeführte Färbung von teilweise ausgeweideten Tieren
bestätigte, dass sich sowohl in den Hoden als auch im Ovar deutliche Mengen Calcium
abgelagert haben (Abbildung 7). Bei dieser Betrachtung der männlichen (Abbildung 7B) und
weiblichen (Abbildung 7D) Geschlechtsorgane wird deutlich, warum die Zuchtleistung durch
die Fetuin-A-Defizienz bei dem D2 Stamm stark abnahm. Ab einem bestimmten Alter sind
diese Tiere aufgrund der Degeneration der Geschlechtsorgane nicht mehr für die Zucht
einsetzbar.
Abbildung 7 Alizarinrot-Färbung von Mäusen des DBA/2-Hintergrunds. In A/B sind männliche Tiere, in
C/D weibliche Tiere der zwei Genotypen D2, Ahsg +/+ (links) und D2, Ahsg -/- (rechts) dargestellt. Die Tiere
sind mit dem Kopf auf der linken Seite orientiert. Die Pfeilköpfe deuten auf die Nieren hin. O: Ovar, H: Hoden.
Calcium-Phosphat-Ablagerungen sind rot angefärbt. Der Knochen, hier speziell die Rippen und die Wirbelsäule,
sind bei beiden Genotypen gleichermaßen angefärbt, während die ektope Kalzifizierung in den Nieren und
Geschlechtsorganen nur in Knockout-Individuen nachweisbar ist.
Die Alizarinrot-Färbung der Niere (Abbildung 7, Pfeilspitzen) zeigt deutlich, dass sich die
Calcium-Ablagerungen bei D2, Ahsg -/- Tieren dieses Alters unabhängig vom Geschlecht
über die komplette Niere erstrecken (Abbildung 7B/D).
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Herz/Lungen-Paket und Zunge
Eine Reihe weiterer Gewebe wurde aus D2 Wildtyp und Knockout Mäusen herauspräpariert
und nach Fixierung in 95% Ethanol mit 0,005% Alizarinrot angefärbt. Dabei zeigte sich, dass
auch die Lunge in sehr starkem Maße betroffen ist. Bei dem Wildtyp-Organ zeichnet sich der
charakteristische Aufbau mit den Haupt-, Lappen- und Segment-Bronchien deutlich ab
(Abbildung 8A). Bei dem D2, Ahsg -/- Präparat ist diese Differenzierung dagegen nicht
möglich aufgrund einer Vielzahl von kleinen rundlichen Calcium-Phosphat-Präzipitaten, die
im gesamten Lungengewebe verteilt sind (Abbildung 8C). Für die Lunge ergibt sich somit ein
Erscheinungsbild, das mit dem der Niere vergleichbar ist.
Weitere Organe mit makroskopisch erkennbaren Calcium-Ablagerungen sind das Herz und
die Zunge (siehe Abbildung 6D,E). Beide Organe sind für den Kalzifizierungs-sensitiven
DBA/2-Stamm im Zusammenhang mit der dystrophen kardialen Kalzifizierung (DCC)
beschrieben worden. Obwohl diese Tiere zur spontanen Kalzifizierung neigen, ist eine starke
phänotypische Ausprägung jedoch selbst in diesem Stamm erst nach entsprechender
Provokation zu beobachten. Durch die Deletion des Fetuin-A-Gens in D2-Mäusen kommt es
dagegen spontan zu einer starken Kalzifizierung im Herz, während dies im Wildtyp nicht
festzustellen ist (Abbildung 8A/C). Alizarinrot gefärbte Strukturen im Ahsg-/- Organ
verlaufen hauptsächlich linienförmig um das Herz herum. Möglicherweise handelt es sich bei
diesen Strukturen um die Herzkranzgefäße, die das Herz wie ein Netz aus Adern überziehen.
Die Zungen von untersuchten erwachsenen D2, Ahsg -/- Mäusen (6-10 Monate) wiesen alle
deutliche kalzifizierte Läsionen am Zungengrund, d.h. an den Seiten des hinteren
Zungenbereichs auf. In dieser Region liegt die Zunge den Backenzähnen an (Abbildung 8D).
Im Vergleich dazu konnten selbst bei älteren D2, Ahsg +/+ Individuen (bis zu 16 Monate alt)
nur vereinzelte Alizarinrot-gefärbte Punkte in diesem Bereich nachgewiesen werden
(Abbildung 8B). Neben den stark betroffenen Organen gab es auch Gewebe in den D2, Ahsg -
/- Mäusen, die keine oder nur sehr geringe Spuren von ektopen Mineralablagerungen
aufwiesen. Zu diesen Organen zählen die Leber und das Peritoneum (nicht gezeigt).
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Abbildung 8 Alizarinrot-Färbung von präparierten Organen aus D2, Ahsg +/+ und -/- Mäusen. Dargestellt
sind das Herz/Lungen-Paket  (A,C) und die Zunge (B,D) von Wildtyp (16 Monate alt, obere Reihe) und
Knockout-Weibchen (10 Monate alt, untere Reihe). Bei der Aufsicht auf das Herz/Lungen-Paket ist das Herz auf
der linken Seite und die rechten Lungenlappen oben im Bild orientiert. Zwischen den Organen zeigen die Luft-
und Speiseröhre aus der Bildebene heraus. Der caudale Teil der Speiseröhre befindet sich auf der rechten Seite.
Haut und Milz
Im Röntgenbild können außer den untersuchten besonders stark kalzifizierten Geweben wie
den Nieren und den Hoden keine weiteren betroffenen Organe differenziert werden. Dies liegt
im Falle der Lunge und des Herzens daran, dass lebende Mäuse geröntgt wurden und sich
diese Organe aufgrund des Herzschlags und der Atmung nicht scharf abbilden lassen.
Auffällig im Röntgenbild älterer Tiere ist jedoch eine flächige Anhäufung von kugeligen
Calcium-Depositionen, insbesondere im Thoraxbereich und am Hinterteil. Da sich jedoch
weder im Peritoneum noch im Muskelgewebe der teilweise ausgeweideten Mäuse (Abbildung
5) eine gleichartige Ablagerung durch Alizarinrot-Färbung nachweisen ließ, wurde die Haut
als flächenmäßig größtes Organ untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass die in der
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Röntgenanalyse flächigen Ansammlungen von ektoper Mineralablagerung tatsächlich in der
Haut lokalisiert sind. Die rundlichen Partikel befanden sich dabei in besonders starkem Maße
in zwei Regionen. Zum einen im Nacken bis zu dem Bereich zwischen den Ohren, zum
anderen ergab sich eine Anhäufung am Hinterteil (Abbildung 9D). In der Vergrößerung wird
deutlich, dass die Alizarinrot-gefärbten Partikel auf der Innenseite der Haut auf bzw. in der
Unterhaut (Subkutis) aufzuliegen scheinen (Abbildung 9E). Von besonderem Interesse ist ein
weiterer Befund in dieser Abbildung. Einige der Partikel besitzen im Inneren einen dunkel
angefärbten Kern. Möglicherweise handelt es sich hierbei um abgestorbene Zellen, die als
Nukleus für die Kalzifizierung dienten.
In der Haut von Wildtyp-Mäusen waren keine Kalzifizierungen nachweisbar (Abbildung 9A).
Dafür war das Fettgewebe der Subkutis im Gegensatz zum Knockout-Präparat stärker
ausgeprägt (Abbildung 9B). Durch diesen drastischen Unterschied in der Fettschicht ergab
sich ein deutlich anderes Erscheinungsbild. Die Haut war mit ihren insgesamt drei Schichten
im Knockout-Tier derart transparent, dass man die Haarfollikel, die in der Lederhaut (Dermis)
zusammen mit Schweiß-, Duft- und Talgdrüsen liegen, als dunkles Punkt-Muster
durchscheinen sah. Im Wildtyp-Präparat war die Unterhaut dagegen undurchsichtig. Da die
Unterhaut beim Knockout-Tier sehr dünn war, waren die Partikel möglicherweise sogar in der
Lederhaut lokalisiert. Diese mittlere Hautschicht beinhaltet neben den erwähnten Strukturen
auch noch Zellen des Immunsystems sowie Blut- und Lymphgefäße. Somit könnten die
Partikel mit Strukturen des Lymphsystems assoziiert sein. Ein Indiz dafür könnte auch der
Befund sein, dass bei einem von insgesamt vier Alizarinrot-gefärbten Hautpräparaten sich
eine starke Calcium-Färbung beider Achsel-Lymphknoten ergab (nicht gezeigt). Aus diesem
Grund wurde als weiteres Organ die Milz als eines der wichtigsten Gewebe im Lymphsystem
untersucht. Auch hier zeigten sich mineralisierte Ablagerungen im D2, Ahsg -/-, nicht aber im
Wildtyp-Tier (Abbildung 9C,F).
Parallel zu D2, Ahsg -/- und +/+ Mäusen wurden auch heterozygote Tiere (D2, Ahsg +/-)
untersucht. In der Alizarinrot-Färbung waren alle Gewebe entsprechend den Wildtyp-
Präparaten angefärbt (nicht gezeigt). Somit reicht die Hälfte der Fetuin-A-Konzentration im
Blut aus, damit die D2, Ahsg +/- Mäuse nicht das gleiche Schicksal erfahren wie die D2,
Ahsg -/- Tiere.
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Abbildung 9 Nachweis von Calcium-Ablagerungen in der Haut und der Milz durch Alizarinrot-Färbung.
Dargestellt ist eine Übersicht der kompletten Haut von D2, Ahsg +/+ (A, 16 Monate alt) und -/- Mäusen (D, 10
Monate alt), eine Detail-Ansicht der Partikel von der Innenseite der dorsalen Haut von D2, Ahsg -/- (E) sowie
der entsprechenden Wildtyp-Kontrolle (B, Vergrößerung: 400x). Zusätzlich ist die Milz von Wildtyp (C) und
Knockout-Maus (F, Vergrößerung: 80x) gezeigt. Die Haut wurde in 95% Ethanol fixiert (ohne Aceton-
Behandlung) und mit einer 2%igen KOH-Lösung über Nacht inkubiert. Danach ließ sich das Fell von der Haut
entfernen. Im Anschluß daran erfolgte die Färbung. In (A,D) ist ventral an der rechten Seite eine Metall-Marke
zur Differenzierung angebracht.
3.2.6. Proteinurie bei Ahsg -/- Mäusen
Von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ist bekannt, dass durch die Dysregulation
des Mineral- und Hormonhaushaltes infolge des Nierenschadens ein erhöhtes Risiko für
ektope Kalzifizierungen besteht. Aus diesem Grund wurde als nächstes die Nierenfunktion
überprüft. Eine Möglichkeit, das Ausmaß einer Nierenschädigung zu erfassen, ist die
Messung des Proteingehalts im Urin. Bei einer Nephrose kommt es durch eine schadhafte
glomeruläre Filtration zur Abgabe von Plasmaproteinen in den Urin. Abhängig von Grad und
Schwere der Proteinurie sind auch relativ hochmolekulare Proteine des Serums wie das
Albumin (67 kDa) und das Transferrin (80 kDa) im Urin nachzuweisen, die normalerweise
zurückgehalten werden. Für die Untersuchung der Proteinausscheidung bei den verschiedenen
Mausstämmen wurden zwei Messgrößen bestimmt: die Gesamt-Proteinkonzentration sowie
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die Albumin-Menge im Urin (Abbildung 10A bzw. B). Das Gesamtprotein als klinische
Messgröße im Humanbereich ermöglicht einen ersten allgemeinen Eindruck über das Ausmaß
der Nierenschädigung. Die Übertragung dieses Diagnosemittels auf die Maus ist jedoch
problematisch: Bei der Maus gibt es nämlich im Gegensatz zum Mensch eine physiologische
Proteinurie. Diese umfasst jedoch nur kleine monomere Proteine mit einem Molekulargewicht
von ca. 18 kDa. Diese als Major urinary Proteins (MUPs) bezeichneten Polypeptide
vermitteln die Geruchserkennung zwischen den einzelnen Individuen durch ihre Pheromon-
bindende Eigenschaft. Ermöglicht wird dies durch einen ausgeprägten MUP Polymorphismus
(Hurst et al.  2001). In der Leber einer männlichen Maus macht die MUP-Synthese 3,5-4%
der gesamten Proteinsynthese aus. Dementsprechend beträgt die Proteinurie bei einem
Männchen 5-10 mg Protein pro Tag. Weibchen geben zwar auch MUPs in den Urin ab, aber
5-10 mal weniger (Cavaggioni and Mucignat-Caretta, 2000). Die unterschiedlich starke
Ausscheidung dieser MUPs bei Männchen und Weibchen wird in Abbildung 10C deutlich.
Wegen der Major urinary Proteins ist also eine Aussage über den Anteil an Plasmaproteinen,
die in den Urin verloren gehen, nur möglich, wenn man die Albumin-Menge im Urin
bestimmt. Albumin als das Haupt-Plasmaprotein mit einem Molekulargewicht von 67 kDa ist
dazu prädestiniert, im Urin mit einfachen Mitteln quantifiziert zu werden. Hierzu wurde Urin
mit SDS-PAGE aufgetrennt und die Albumin-Bande densitometrisch ausgewertet. Die Daten
der Gesamtprotein- und Albumin-Bestimmung sind in Abbildung 10A bzw. B dargestellt.
Die Betrachtung der Proteinkonzentrationen in Proben des Stammes B6 lieferte keine
Unterschiede zwischen den zwei Genotypen (Abbildung 10A,B). Lediglich die Gesamt-
Proteinkonzentration variierte abhängig vom Geschlecht, was sich auf die Pheromon-
bindenden MUPs zurückführen lässt. Bei dem Stamm D2 ergab sich jedoch ein differenzielles
Bild. Bei den Männchen zeigte sich eine altersabhängige Zunahme der Gesamt-Proteinmenge
bei beiden Genotypen (Abbildung 10A). Diese ist zum Teil zurückzuführen auf die Major
urinary Proteins, die mit der Geschlechtsreife der Tiere mengenmäßig zunehmen. Die
Konzentration und Zusammensetzung der polymorphen MUPs kann zudem stark variieren.
Beim Vergleich der Albumin-Konzentrationen im Urin der gleichen Tiere wurde jedoch klar,
dass es nicht nur diesen altersabhängigen Effekt gab, sondern dass die Albumin-
Konzentration bei D2, Ahsg -/-Mäusen gegenüber der bei Wildtyp-Tieren mit dem Alter
zunahm (Abbildung 10B).
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Abbildung 10 Bestimmung der Gesamtprotein- und Albumin-Konzentration im Urin. Das Gesamtprotein
wurde in einem Bradford-Assay bestimmt. Für die Albumin-Bestimmung wurden 5 µl Urin in einer SDS-PAGE
in 12,5%igen Acrylamidgelen aufgetrennt und die Proteine im Gel Coomassie-Blau angefärbt. Die
densitometrische Auswertung von Albumin erfolgte anhand einer BSA-Eichgeraden. Dargestellt ist der
altersabhängige und stammspezifische Anstieg der (A) Gesamt- und (B) Albumin-Konzentration von Mäusen
der zwei verschiedenen genetischen Hintergründe B6 und D2.  männliche,  weibliche Tiere. Wildtyp-Mäuse
sind durch schwarze, Ahsg -/- Tiere durch weiße Symbole gekennzeichnet. (C) Repräsentatives Gel mit
Urinproben aller 8 untersuchten Gruppen. Zum Vergleich sind 0,1 µl Serum aufgetragen. ALB: Albumin, MUP:
Major Urinary Protein
Bei den D2 Weibchen offenbarte sich schon bei der Gesamtprotein-Konzentration von älteren
Tieren ein Genotyp-spezifischer Unterschied (Abbildung 10A). Ermöglicht wird dies dadurch,
dass die MUPs bei den Weibchen in deutlich geringerer Menge ausgeschieden werden und in
ihrer Konzentration auch nicht so stark schwanken. Noch viel deutlicher wurde das Bild bei
der Betrachtung der Albumin-Konzentration (Abbildung 10B). Ab einem Alter von 6
Monaten waren die Unterschiede zwischen Wildtyp und Fetuin-A-Knockout statistisch
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signifikant. Die durchschnittliche Albuminurie bei den D2, Ahsg -/- Weibchen im Alter von
6-8 Monaten betrug 1,05 ± 0,76 mg/ml (n=18), während die Werte der Wildtyp-Weibchen im
Bereich von 0,08 ± 0,07 mg/ml (n=26) am Rande des Detektionsminimums liegen (p <
0,001). In manchen Individuen waren Konzentrationen bis zu 3,5 mg/ml meßbar. Dies
entspricht etwa 10% der Serumkonzentration.
Zum Vergleich analysiertes Serum zeigte darüber hinaus, dass neben dem Albumin noch
weitere spezifische Proteinbanden aus dem Serum im Urin von D2, Ahsg -/- Mäusen
wiederzufinden waren (Abbildung 10C). Dazu zählte das in hohen Serumkonzentrationen
vorkommende Transferrin mit ca. 80 kDa. Diese Banden waren wie die Albuminbande nicht
in Urinproben von Wildtyp-Tieren nachzuweisen.
Die altersabhängige Zunahme der Albumin-Konzentration bei den D2 Knockout-Tieren ist
gleichzusetzen mit einer zunehmenden Nierenschädigung. Damit bestätigten diese Befunde
die Analyse der Röntgenaufnahmen. Das Ausmaß der Nierenschädigung nahm mit dem Alter
zu. Eine signifikante Proteinurie bei D2 Knockout-Mäusen war jedoch erst nach dem
Kalzifizierungsbefund der Niere durch die Röntgenanalyse festzustellen. Somit war die
Proteinurie offensichtlich eine Folgeerscheinung der Niereninsuffizienz durch die
Kalzifizierung.
3.2.7. Serumanalyse von Fetuin-A-defizienten und Wildtyp-Mäusen
Zur Klärung der Pathologie dieses stammabhängigen, schweren Kalzifizierungsphänotyps
wurde das Serum analysiert. Untersucht wurden Elektrolyte, die Einfluss auf die natürliche
Mineralisierung als auch auf die ektope Kalzifizerung haben, speziell das Calcium, Phosphat
und Magnesium. Weiterhin analysiert wurden Parameter, die Aufschluß geben über die
Nierenfunktion und den Knochenstoffwechsel.
Untersuchung der Serum-Elektrolyte
Die Betrachtung der Gesamt-Calcium-Konzentration ergab keine Unterschiede zwischen den
Stämmen oder Genotypen (Abbildung 11A). Ebenso zeigten sich keine Abweichungen im
ionisierten Calcium, das circa die Hälfte des Gesamt-Calciums ausmacht.
Die Phosphat-Konzentration war dagegen bei dem D2-Stamm relativ zu dem B6-Stamm
leicht erhöht (Abbildung 11A). Eine statistische Signifikanz ließ sich nur im Vergleich von
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B6- zu D2-Wildtyp-Tier beobachten, nicht jedoch zwischen den Fetuin-A-defizienten
Mäusen.
Das Calcium-Phosphat-Produkt gibt Aufschluß über das Risiko einer metastatischen
Kalzifizierung, d.h. ob es zur Präzipitation aufgrund der Überschreitung des
Löslichkeitsprodukts von Calcium und Phosphat durch eine zu hohe Menge Mineralien
kommt. Studien an Dialyse-Patienten haben ergeben, dass ein Ca x P-Produkt über 55 mg2/dl2
das Mortalitätsrisiko durch kardiovaskuläre Kalzifizierung signifikant erhöht (Malluche and
Mawad, 2002). Durch die Nieren-Insuffizienz wird zu wenig Phosphat über die Niere
ausgeschieden, wodurch meist zu hohe Serum-Phosphat-Werte vorliegen, die zusammen mit
einem dysregulierten Serum-Calcium ein gefährlich hohes Produkt ergeben. Die
Berechnungen des Ca x P-Produkts bei den Mäusen lieferten Werte, die bis auf das Produkt
der B6, Ahsg +/+ Tiere alle oberhalb dieses kritischen Wertes lagen (Abbildung 11B). Das Ca
x P-Produkt in den D2-Mäusen war wie schon der Phosphat-Spiegel bei den D2 Mäusen
beider Genotypen tendenziell gegenüber den B6 Mäusen erhöht. Zum Vergleich sind Werte
von humanen Kontrollen und Nieren-Patienten mit Calciphylaxie dargestellt. Bei diesen ist
gegenüber den gesunden Kontrollen das Produkt signifikant erhöht und liegt trotz Dialyse am
Grenzwert von 55 mg2/dl2. Die Gesunden weisen ein deutlich niedrigeres Produkt gegenüber
allen untersuchten Gruppen auf. Da das Ca x P-Produkt von D2, Ahsg -/- Mäusen nicht in
gleichem Maße wie bei den Dialyse-Patienten gegenüber den D2, Ahsg +/+ Mäusen erhöht
ist, scheidet somit der Mechanismus der metastatischen Kalzifizierung als Erklärung des
Phänotyps dieser Tiere aus.
Ein deutlicher stammspezifischer Unterschied findet sich bei der Magnesium-Konzentration
(Abbildung 11A). Die Werte für die B6-Wildtyp- und B6 Knockout-Tiere (1,36 ± 0,15 mM
bzw. 1,38 ± 0,34 mM) liegen signifikant höher als die der D2-Tiere (Ahsg +/+: 0,86 ± 0,04
mM bzw. Ahsg -/- 0,88 ± 0,12 mM). Eine Differenz in der Magnesium-Konzentration
zwischen den Genotypen auf dem jeweiligen genetischen Hintergrund war nicht
nachzuweisen. Somit ließ sich anhand von diesem Serumparameter, wie schon bei den
anderen Elektrolyten nicht erklären, warum die D2, Ahsg -/- Mäuse kalzifizieren und die
Wildtyp-Tiere desselben genetischen Hintergrunds nicht. Jedoch ist dies ein Anhaltspunkt,
um den unterschiedlichen Phänotyp der Fetuin-A-defizienten Mäuse zwischen den B6 und
D2-Hintergrund zu erklären, denn Magnesium ist als Inhibitor der Calcium-Phosphat
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Kristallisation bekannt.
Als weitere Serum-Elektrolyte wurden Natrium und Kalium bestimmt. Diese zwei Mineralien
lagen in allen untersuchten Tiergruppen im selben Konzentrationsbereich (nicht gezeigt).
Untersuchung von funktionellen Serumparametern
Die Untersuchung des Parathormons (Abbildung 11C), das den Calciumspiegel im Blut
maßgeblich reguliert, lieferte deutliche Unterschiede zwischen den Genotypen. Während die
Werte auf dem B6 Hintergrund nicht wesentlich differierten (B6, Ahsg +/+ 49,0 ± 9,1 pg/ml,
B6, Ahsg -/- 65,2 ± 18,7 pg/ml) und der Parathormon-Spiegel (PTH) der D2-Wildtypen dem
der B6-Tiere entsprach (38,1 ± 9 pg/ml), war die Konzentration im D2-Knockout um das 10-
fache erhöht (360 ± 74,8 pg/ml). Somit lag bei diesen Mäusen das Krankheitsbild eines
sekundären Hyperparathyroidismus vor. Diese Überproduktion von PTH in der
Nebenschilddrüse ist charakteristisch für eine Niereninsuffizienz. Da das PTH wesentlichen
Einfluß auf den Calcium- und Phosphat-Blutspiegel durch die Regulation des
Knochenstoffwechsels ausübt, wurde als nächstes die Alkalische Phosphatase als
Knochenmarker untersucht. Zudem wurden zum Nachweis der funktionellen
Niereninsuffizienz die Marker Creatinin und Harnstoff gemessen.
Die Alkalische Phosphatase (AP) im Serum ist ein Enzym, von dem vier Isoformen existieren.
Ein Isoenzym, die Gewebe-unspezifische alkalische Phosphatase, wird vorwiegend in
Knochen, Hepatozyten, Nieren, aber auch in einer Vielzahl anderer Gewebe exprimiert. Zur
Gesamtaktivität der AP tragen im normalen Serum überwiegend das Leber- und das
Knochenisoenzym, jeweils zu etwa gleichen Teilen bei (zusammen 86%, (Greiling and
Gressner, 1994)). Eine Erhöhung der Gesamtaktivität der AP im Plasma kann als Hinweis auf
eine pathologische Aktivität der Osteoblastentätigkeit dienen. Die Aktivitäts-Messung bei den
Mäusen ergab einen signifikant erhöhten Wert bei den D2, Ahsg -/- Tieren im Vergleich zu
den drei anderen untersuchten Gruppen (Abbildung 11D). Diese gesteigerte AP-Aktivität in
Zusammenhang mit dem drastisch erhöhten Parathormon-Spiegel als einem Indikator für
erhöhten Knochenabbau deuten auf einen pathologisch veränderten Knochenstoffwechsel hin
(Elder, 2002).
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Abbildung 11 Serumanalyse von D2 und B6 Mäusen verschiedenen Genotyps. Mäuseblut wurde durch
Herzpunktion gewonnen. Das Serum wurde in einer klinischen Serumanalyse auf die (A) Mineralien Calcium,
Phosphat und Magnesium, die (D) Aktivität der Alkalischen Phosphatase sowie die beiden
Nierenfunktionsmarker Creatinin (E) und Harnstoff (F) untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte ±
Standardabweichungen von jeweils 7 Wildtyp- und 6 Knockout-Tieren. (A) Neben dem Gesamtcalcium
(transparent) ist auch das ionisierte Calcium dargestellt (gefüllter Bereich). (B) Das Calcium-Phosphat-Produkt
in Mäusen verschiedenen Genotyps und genetischen Hintergrunds. Zusätzlich sind Werte von gesunden
humanen Kontrollen und Dialyse-Patienten mit Calcipyhlaxie dargestellt. Die kritische Grenze des Ca x P-
Produkts von 55 mg2/dl2 ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. (C) Die Konzentration des
Parathormons wurde mittels einem Ratten PTH IRMA Kit bestimmt. Die Werte stellen den Mittelwert ±
Standardabweichung von 6 Tieren pro Gruppe dar, wobei für jedes Tier eine Doppelbestimmung durchgeführt
wurde. Wildtyp-Tiere sind durch dunkle Balken hervorgehoben, KO-Tiere sind als helle Balken dargestellt. * p
< 0,5, ** p < 0,01, *** p < 0,001
Ein weiterer untersuchter Parameter ist das Serum-Creatinin. Es gibt Aufschluß über die
Nierenfunktion. Während sich für die B6-Mäuse keine signifikanten Unterschiede ergaben,
zeigte sich eine signifikante Differenz bei den D2-Tieren (Abbildung 11E). Die Creatinin-
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Konzentration der D2, Ahsg +/+ Mäuse unterschied sich nicht von denen der B6-Tiere. Der
erhöhte Spiegel in D2, Ahsg -/- Mäusen wies dagegen auf eine eingeschränkte Nierenfunktion
bei den Fetuin-A-defizienten Tieren hin.
Da Creatinin als diagnostischer Marker der Nierenfunktion Einschränkungen unterliegt, wie
z.B. mangelnder analytischer Spezifität und der Abhängigkeit von der Muskelmasse und der
Muskelaktivität, ist es ratsam, den Befund durch eine zweite unabhängige Meßgröße
abzusichern (Greiling and Gressner, 1994). Hierzu wurde als harnpflichtige Substanz der
Harnstoff im Serum bestimmt, der sich bei einer eingeschränkten Nierentätigkeit anreichert.
Es ergab sich das gleiche Bild wie für das Creatinin. Der Serum-Spiegel der D2, Ahsg -/-
Mäuse war signifikant erhöht gegenüber dem Normalwert (Abbildung 11F). Somit konnte
also das Ergebnis der Creatinin-Messung verifiziert werden.
Die Elektrolytbestimmung allein ergab keine Unterschiede zwischen den 9 Monate alten D2-
Wildtyp- und Knockout-Mäusen, jedoch konnte das Krankheitsbild der Niereninsuffizienz der
D2, Ahsg -/- Mäuse anhand der Funktionsparameter im Serum bestätigt werden. Wie bei
Dialyse-Patienten ergaben sich bei den D2, Ahsg -/- Tieren signifikant erhöhte Parathormon-,
Creatinin- und Harnstoff-Werte. Wie auch im Menschen beschrieben, geht der sekundäre
Hyperparathyroidismus einher mit einer erhöhten Aktivität der Alkalischen Phosphatase.
Allerdings zeigt sich in der Maus mit eingeschränkter Nierenfunktion kein erhöhter Phosphat-
Spiegel, dem klassischen Befund bei Nierenschaden im Menschen.
Da die chronische Niereninsuffizienz assoziiert ist mit einem erhöhten Kalzifizierungs-Risiko,
stellte sich als nächstes die Frage, ob der Phänotyp der D2, Ahsg -/- Mäuse ursächlich von
einer Niereninsuffizienz mit einer nachfolgenden Dysregulation des Mineral- und
Knochenstoffwechsels hervorgerufen wurde oder ob die Niereninsuffizienz die Folge
ausgedehnter Weichgewebe-Kalzifizierungen war. Wahrscheinlicher erschien die zweite
Annahme, dass durch den Fetuin-A-Mangel die Calcium-Phosphat-Präzipitation nicht
ausreichend inhibiert werden kann und es so zu ektopen Kalzifizierungen unter anderem in
der Niere kam, wodurch deren Tätigkeit eingeschränkt war. Um Ursache und Wirkung
unterscheiden zu können, wurden junge D2, Ahsg -/- Tiere untersucht.
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3.2.8. Untersuchung von D2, Ahsg -/- Mäusen verschiedenen Alters
Es wurden drei verschiedene Altersgruppen ausgewählt, um den zeitlichen Ablauf der
Kalzifizierung in D2, Ahsg -/- Mäusen näher zu charakterisieren: 4 Wochen alte Jungtiere, die
noch voll in der Wachstumsphase sind, d.h. einen hohen Calcium- und Phosphat-Stoffwechsel
aufweisen, um den Skelettaufbau zu ermöglichen, als zweite Gruppe 3-4 Monate alte Mäuse,
die ausgewachsen sind und als dritte Gruppe Tiere, die älter als 6 Monate sind und einen
ausgeprägten Kalzifizierungs-Phänotyp zeigen.
Die Calcium- und Phosphat-Konzentrationen im Blut unterschieden sich bei allen drei
Untersuchungszeitpunkten nicht (Abbildung 12A,B). Somit lag bei keiner Altersklasse ein
erhöhtes Risiko der Kalzifizierung aufgrund eines erhöhten Calcium-Phosphat-Produktes vor.
Die Magnesium-Konzentration war, wie die anderen Elektrolyte auch, in allen drei
untersuchten Gruppen gleich (nicht gezeigt).
Die Messung des intakten Parathormons mit einem Immunoradiometrischen Assay zeigte erst
ab einem Alter von 6 Monaten eine stark erhöhte Serumkonzentration (Abbildung 12C). Dies
bedeutet, dass sich der sekundäre Hyperparathyroidismus erst ab einem Lebensalter von über
4 Monaten manifestiert.
Die Untersuchung der Nierenfunktion anhand der Harnstoff- und Creatinin-Konzentrationen
im Blut lieferte bei beiden Parametern den gleichen Befund (Abbildung 12D,E). Die
Funktionsfähigkeit der Niere war erst im Alter von 6 Monaten messbar eingeschränkt.
Zwischen den ausgewachsenen 3-4 Monate alten und den jungen Absatztieren ließen sich
keine Unterschiede feststellen.
Die Messung der Alkalischen Phosphatase ergab bei den vier Wochen alten Jungtieren eine
gegenüber den anderen beiden Altersklassen signifikant erhöhte Aktivität (Abbildung 12F).
Dies ist darauf zurückzuführen, dass in dieser Wachstumsphase ein starker Skelettaufbau
stattfindet. Die Knochenbildung wird von den Osteoblasten durchgeführt, die für diese
Funktion die Alkalische Phosphatase in sehr großen Mengen synthetisieren. Die Aktivität bei
den ältesten Tieren (> 6 Monate) war zwar gegenüber den 3-4 monatigen Mäusen tendenziell
erhöht, aber nicht statistisch signifikant. Das Aktivitätsniveau der beiden Gruppen ist
vergleichbar mit  den Werten aus der vorherigen Serum-Untersuchung bei 9 Monate alten D2,
Ahsg -/- Mäusen und liegt selbst bei den 3-4 Monate alten Tieren über denen der B6 und D2,
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Ahsg +/+ Mäusen im Alter von 9 Monaten.
Abbildung 12 Serumanalyse von D2, Ahsg -/- verschiedenen Alters. Serum wurde in einer klinischen Analyse
auf die Mineralien Calcium (A) und Phosphat (B), die Nierenparameter Harnstoff (D)  und Creatinin (E) sowie
die Aktivität der Alkalischen Phosphatase (F) untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte ±
Standardabweichung. von mindestens 4 Tieren. (C) Die Konzentration des Parathormons wurde mit einem
Ratten iPTH IRMA-Kit bestimmt. Die Werte stellen den Mittelwert ± Standardabweichung von mindestens 4
Tieren pro Gruppe dar, wobei für jedes Tier eine Doppelbestimmung durchgeführt wurde. * p < 0,5, *** p <
0,001
3.2.9. Von Kossa-Färbung verschiedener Gewebe von 4 Wochen alten D2, Ahsg -/-
Jungtieren
Um schon in frühen Stadien die Kalzifizierung im Weichgewebe nachweisen zu können,
wurden alternativ zu den Röntgenaufnahmen und der Alizarinrot-Färbung histologische
Schnitte kompletter Organe angefertigt. Ziel hierbei war es, den genauen zeitlichen Verlauf
der Kalzifizierung zu charakterisieren. Es galt zu klären, ob die ektopen Mineralablagerungen
in diversen Geweben sekundär zu einer Nierenfunktionsstörung auftreten oder ob die Niere
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genauso wie andere Organe auch von der Kalzifizierung betroffen ist. Hierzu wurde die
sensitive Nachweis-Methode der von Kossa-Färbung verwendet. Schwarz angefärbte
Calcium-Phosphat-Ablagerungen waren schon in diesem jungen Alter in einer Reihe von
Organen zu finden. In Abbildung 13 sind exemplarisch die Zunge (A), die Lunge (B) und das
Herz (C) gezeigt. Während diese Gewebe schon deutliche Kalzifizierungen zeigten, waren im
Bereich des Nierencortex (D) noch keine Ablagerungen zu detektieren. Allerdings waren im
Nierenbecken (Pelvis) kalzifizierte Stellen nachweisbar. Dies hatte aber noch keine
Auswirkung auf die Nierenfunktion.
Durch diesen Befund war auszuschließen, dass die Kalzifizierungen in den verschiedensten
Weichgeweben erst sekundär zu einem Nierenschaden und der daraus resultierenden
Dysregulation des Mineralhaushalts auftraten. Vielmehr ereilte die Niere, genau wie die
anderen Gewebe in den D2, Ahsg -/- Tieren, das gleiche Schicksal einer mit dem Alter
fortschreitenden Kalzifizierung.
       
Abbildung 13 Von Kossa Färbung histologischer Schnitte von 4 Wochen alten D2, Ahsg -/- Mäusen. Organe
von Fetuin-A-defizienten DBA/2 Mäusen wurden in 4% Paraformaldehyd in PBS 24 Stunden fixiert und
anschließend in Methylmetacrylat eingebettet. Die Schnitte wurden von Kossa gefärbt und mit Eosin
gegengefärbt. Die einzelnen Abbildungsausschnitte zeigen im Einzelnen: (A) die Zunge, (B) die Lunge, (C) das
Herz und (D) die Niere. Bei der Niere ist in der oberen Hälfte ein Ausschnitt aus der Nierenrinde, in der unteren
Hälfte ein Ausschnitt aus dem Nierenbecken dargestellt.
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Die Ergebnisse haben gezeigt, dass der Kalzifizierungsphänotyp der D2, Ahsg -/- Mäuse nicht
primär mit einer Niereninsuffizienz und einem dadurch gestörten Calcium- und
Phosphathaushalt assoziiert war. Beide Mineralien waren bei keiner der verschiedenen
untersuchten Altersgruppen auffällig erhöht, wie es bei einer typischen metastatischen
Kalzifizierung der Fall wäre. Abgesehen von den erhöhten Creatinin- und Harnstoff-
Serumwerten in D2, Ahsg -/- Mäusen, die in alten Tieren in Verbindung mit dem
Nierenschaden und dem sekundären Hyperparathyroidismus stehen, gab es in den Analysen
nur einen signifikanten Unterschied zwischen den kalzifizierenden D2- und den resistenten
B6-Fetuin-A defizienten Mäusen. Dies war die geringe Magnesium-Konzentration im Blut
der D2- im Vergleich zu den B6-Mäusen, die unabhängig vom Genotyp war. Somit ist der
Kalzifizierungs-Phänotyp der D2, Ahsg -/- Mäuse eine Kombination aus dem genetischen
Hintergrund D2 und der Fetuin-A-Defizienz, also dem Mangel an einem Hauptinhibitor der
ungewollten Calcium-Phosphat-Präzipitation.
3.3. Neurologische Untersuchung
Zur umfassenden Charakterisierung eines Gen-Knockouts gehören neben biochemischen
Analysen auch Verhaltens-Studien. Eine Mutation im gesamten Organismus (wie hier durch
Genmanipulation eingeführt) kann nämlich Abnormalitäten in peripheren Organen
verursachen, die indirekt Einfluß auf das Verhalten haben. Bei der Fetuin-A defizienten Maus
erschienen diese Untersuchungen besonders angebracht, da Fetuin-A nicht nur als
Serumprotein im Körper zirkuliert, sondern während der Embryonalentwicklung im
Neokortex von Ratten exprimiert wird (Terkelsen et al.  1998; Dziegielewska et al.  2000).
Ahsg hat möglicherweise Einfluß auf die strukturelle Entwicklung des Neokortex.
Veränderungen in der Fetuin-A-Konzentration könnten somit über Reifestörungen in der
neuronalen Entwicklung schizophrenieartige Verhaltensänderungen induzieren. Spezifische
Untersuchungen an Ahsg-defizienten Mäusen wurden in Kooperation mit der AG PD Dr.
habil. Axel Becker, Otto-von-Guericke-Universität, Magdeburg durchgeführt. Dabei wurden
folgende Tests angewendet: 1. Elevated plus-maze, bei dem die Ängstlichkeit der Tiere
gemessen wird. 2. Lokomotorische Aktivität unter Stressbedingungen (450 Lux). 3.
Präpulsinhibiton (Prepulse Inhibition, PPI) sowie 4. Latente Hemmung (LH) zur Erfassung
schizophrenie-relevanter Verhaltensreaktionen. 5. Apomorphin-stimulierte (Sensitivität
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dopaminerger Systeme) und 6. MK 801-stimulierte Hyperlokomotion (Sensitivität
glutamaterger Systeme). In diesen Tests wurden Knockout-Mäuse aus der 10.
Rückkreuzungsgeneration auf den C57BL/6-Stamm (B6, Ahsg -/-) und Wildtyp-Tiere
desselben genetischen Hintergrunds verwendet. Geprüft wurden männliche Tiere im Alter von
8-10 Wochen und weibliche Tiere im Alter von 10-12 Wochen.
Im elevated plus maze (eine +-förmige Apparatur mit zwei Armen mit Seitenwänden und
zwei Armen ohne Seitenwände) als auch bei der Messung der lokomotorischen Aktivität (im
Moti-Test bei 450 Lux) zeigte sich eine erhöhte Aktivität von weiblichen Tieren gegenüber
männlichen unabhängig vom Genotyp (elevated plus maze, Two-way ANOVA: p= 0,001;
lokomotorische Aktivität p= 0,033). Ein Genotyp-spezifischer Unterschied ergab sich jedoch
nur beim elevated plus maze. Hier wiesen die B6, Ahsg -/- Mäuse eine höhere Aktivität als
die +/+ Tiere auf (p=0,001). Darüberhinaus ließen sich keine nennenswerten Unterschiede im
Verhalten auf dem elevated plus maze nachweisen.
Bei der Präpulsinhibition (PPI) ergab sich nach 5-minütiger Eingewöhnungszeit in der
Testkammer bei der Messung der Reaktion auf den alleinigen Schreckreiz (Startle-Impulse 5x
120 dB, 30 ms) kein Unterschied zwischen den Genotypen. Wie bei den vorhergehenden
Untersuchungen gab es jedoch Differenzen zwischen den Geschlechtern. Die Weibchen
zeigten eine geringere Schreckreaktion (p≤ 0,001). Zusätzlich wurden vor dem Schreckreiz
Präpulse unterschiedlicher Intensität (72, 76, 80 und 84 dB) verabreicht. Präpulse vor dem
Schreckreiz sollen im Normalfall eine Verringerung der Schreckreaktion bei der Maus
bewirken. Dabei liegen die Töne der Präpulse unterhalb der Reizschwelle und je lauter die
Präpulse sind, desto geringer wird die folgende Reaktion des Versuchstieres erwartet. Bei
Vorliegen einer Schizophrenie kann in diesem Versuch eine verringerte Präpulsinhibition des
Schreckreizes auftreten. Bei dem Vergleich der vier Untersuchungsgruppen (B6, Ahsg -/- und
+/+ beider Geschlechter) ergaben sich keine Unterschiede (p= 0,926). Die Latente Hemmung
(LH) als zweiter Test auf Schizophrenie konnte aufgrund von zu geringer Lernleistung in der
Trainingsphase aus methodischen Gründen nicht erfaßt werden.
Zur Bestimmung der Sensitivität dopaminerger und glutamaterger Systeme wurde die
lokomotorische Aktivität unter Substanzwirkung (0,7 mg/kg Apomorphin bzw. 0,03 und 0,1
mg/kg MK-801) untersucht. Gemessen wurde die zurückgelegte Strecke (m)
Eingewöhnungsphase - zurückgelegte Strecke (m) unter Substanzwirkung (jeweils 15
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Minuten). Weibliche Tiere reagierten unabhängig vom Genotyp auf die glutamaterge
Stimulation mit einer gesteigerten Aktivität. Ein Unterschied zwischen den Genotypen ließ
sich nur bei den Männchen in Reaktion auf Apomorphin nachweisen. Hier zeigten die
Wildtyp-Tiere eine verminderte lokomotorische Aktivität. Das könnte als Hinweis auf einen
erhöhten Tonus im dopaminergen System bei Wildtyp-Männchen interpretiert werden.
Zusammenfassend ergaben sich nur marginale Unterschiede zwischen den Wildtyp-Tieren
und Fetuin-A-defizienten Mäusen. Die Interpretation war schwierig, da diese Unterschiede
auch durch den Geschlechtsdimorphismus geprägt wurden. Die Hypothese, dass Fetuin-A-
Defizienz die neuronalen Entwicklung beeinträchtigt, konnte durch die Tests weder verifiziert
noch falsifiziert werden.
3.4. 2D-Gelelektrophorese
Ein weiterer Aspekt der Charakterisierung Fetuin-A defizienter Mäuse bestand in der Analyse
von Seren verschiedener Spezies in der zweidimensionalen Gelelektrophorese. Die 2D-
Gelelektrophorese, bei der die Proteine in der Isoelektrischen Fokussierung nach Ladung
sowie der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
werden, wurde für zwei Anwendungen ausgewählt. Zum einen für den Nachweis und die
Charakterisierung verschiedener Plasmaproteine in der zweidimensionalen Auftrennung, zum
anderen zur Proteomanalyse von Serum Ahsg-defizienter und Wildtyp-Tieren vor und nach
Behandlung.
3.4.1. Nachweis und Charakterisierung von Plasmaproteinen im 2D-Gel
Die Mehrzahl der Plasmaproteine, die sich zumeist in der eindimensionalen SDS-PAGE noch
als eine zusammenhängende Bande darstellen, ergeben in der 2D-Gelelektrophorese eine
Reihe von Spots. Die Spots können dabei sowohl in der Ladung und/oder dem
Molekulargewicht variieren. Diese Mikroheterogenität von Proteinen liegt am
unterschiedlichen Grad der posttranslationalen Modifikation. Dazu zählen die
Glykosylierung, Phosphorylierung, Deamidierung sowie proteolytische Prozessierung. Ein
Teilziel war die vergleichende Charakterisierung von murinem und humanem Fetuin-A
(Ahsg) bzw. dem verwandten Fetuin-B (FETUB) mit spezifischen Antikörpern im Western-
Blot, um das Ausmaß der posttranslationalen Modifikationen abschätzen zu können.
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Murines Fetuin-A (mAhsg)
Bei dem Vergleich von zweidimensional aufgetrenntem Mausserum verschiedener Genotypen
lassen sich die Spots, die den verschieden modifizierten Formen des murinen Ahsg
entsprechen, leicht identifizieren. Die in Abbildung 14 links stark angefärbten Spots des Ahsg
im Wildtypserum fehlen im Muster der Serumproteine bei den Knockouts (rechts) komplett.
Die Intensität der entsprechenden Proteinspots beim Serum von heterozygoten Individuen
(Mitte) ist ungefähr halb so stark wie die im Wildtypserum. Dies war zu erwarten, da
vorherige Bestimmungen der Serumkonzentration im ELISA ergaben, dass diese Tiere noch
die Hälfte der Proteinmenge besitzen (Jahnen-Dechent et al.  1997). Zusätzlich zu diesem
Vergleich der silbergefärbten Gele wurde durch Immundetektion überprüft, ob es sich
tatsächlich nur bei den markierten Spots um das murine Ahsg handelt.
Im Western-Blot sowie im vergleichend silbergefärbten Gel (Abbildung 16 E, C) zeigen sich
6 distinkte Ahsg-Spots in einer Reihe, die sich in ihrer Ladung unterscheiden. Ein solches
Bild bezeichnet man als "Glycosylation-Train". Eine leichte Verschiebung im
Molekulargewicht ist ebenso festzustellen. Dabei weisen die Spots mit zunehmender
negativer Ladung ein höheres Molekulargewicht auf.
Abbildung 14 Murines Ahsg in einem silbergefärbten 2D-Gel. Serumproteine wurden in der 1. Dimension auf
IPG-Streifen pH 3-10 NL und in der 2. Dimension in einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gele
sind so orientiert, dass sich der niedrige pH-Wert links und das hohe Molekulargewicht oben befindet.
Dargestellt sind Ausschnitte aus 2D-Gelen von Mausseren der Genotypen Ahsg +/+ (links) Ahsg +/- (Mitte) und
Ahsg -/- (rechts). (Eine Gesamtübersicht eines entsprechenden 2D-Gels ist in Abbildung 16A gezeigt.) Die Lage
der Ahsg-Spots ist im Ahsg +/+ und Ahsg +/- Genotyp durch eine Linie gekennzeichnet.
Murines Fetuin-B
Bei Verwendung von IPG-Streifen mit einem nichtlinearen pH Bereich von 3-10 sowie einem
10% Polyacrylamidgel in der 2. Dimension ließ sich im Gegensatz zum mAhsg keine
befriedigende Auftrennung der Proteinspots erzielen  (Abbildung 16C,E). Dagegen war dies
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möglich mit der Fokussierung im Bereich von pH 3-6 sowie einem 7,5%igen Acrylamidgel
(Abbildung 15). Hier ergaben sich 6 unterschiedliche Ladungszustände. Außer dieser
Differenz in der Ladung zeigten sich bei diesem Protein aber auch deutliche definierte
Unterschiede im Molekulargewicht und zwar bis zu 5 verschieden schwere Formen. Aufgrund
der definierten Differenzen sowohl im Molekulargewicht als auch in der Ladung ergibt sich
ein gerastertes Spotmuster, d.h. es findet sich nicht nur ein einfacher Glykosylierungszug wie
es beim mAhsg der Fall ist, sondern ein komplexes Spotmuster. Dies legt eine
unterschiedliche posttranslationale Modifikation der beiden verwandten Proteine nahe.
Abbildung 15 Immundetektion von Fetuin-B und murinem Ahsg im 2D-Gel mit verbesserter Auftrennung.
Mausserum wurde in der 1. Dimension auf einem IPG-Streifen pH 3-6 und in der 2. Dimension in einem
7,5%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Antiseren wurden 1:5000 (Anti-murines Ahsg, K251 und Anti-
Kaninchen-IgG-HRP) bzw. 1:2500 (Anti-murines Fetuin-B, K319) verdünnt eingesetzt. Die Detektion erfolgte
durch Chemilumineszenz. Niedrige pH-Werte befinden sich links, das hohe Molekulargewicht befindet sich
oben. Zur besseren Orientierung der Fetuin-B Spots erfolgte die parallele Inkubation mit einem Anti-Ahsg-
Antikörper.
Humanes Ahsg
Wie bei dem murinen Homolog zeigt sich das Bild des "Glykosylation-Train" mit einer
Zunahme des Molekulargewichts mit zunehmender negativer Ladung des Proteins (Abbildung
16D,F). Im Gegensatz zu dem Mausprotein gibt es jedoch nicht nur einen "Spot-Train",
sondern zwei, die unmittelbar übereinander liegen. Dabei ist der höhermolekulare Zug um
eine Ladung in den sauren Bereich verschoben.
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Abbildung 16 Nachweis von verschiedenen Fetuinen nach zweidimensionaler Auftrennung im Western-
Blot. Murines (A, C, E)  und humanes Serum (B, D, F) wurde in der 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Für die
erste Dimension wurden IEF-Streifen mit einem nichtlinearen pH-Gradienten von 3-10 verwendet. Die SDS-
PAGE erfolgte in einem 10%igen Gel. Eine Gesamtübersicht von einem silbergefärbten 2D-Gel jeder Probe ist
in A und B dargestellt. Die Skala für den pH-Wert ist jeweils unterhalb der Gele, das Molekulargewicht (in kDa)
zwischen den beiden Gelen angezeigt. (C, D) zeigt eine Ausschnittsvergrößerung aus A bzw. B. Die
Immundetektion von Fetuin-A und -B in der Maus (E) sowie der Nachweis von α2-HS-Glykoprotein und
humanem Fetuin-B (F) erfolgte durch Spezies-spezifische Antikörper. Die Kaninchen-Antiseren wurden in 15
ml Blockierungslösung 1:5000 gegen murines Ahsg (K251), 1:2500 gegen murines Fetuin-B (K319), 1:6000
gegen α2-HS-Glykoprotein (PAK5359) und 1:2500 gegen humanes Fetuin-B (K315) verdünnt eingesetzt. Der
Peroxidase-gekoppelte Anti-Kaninchen-IgG-Zweitantikörper (1:5000 verdünnt) wurde mittels
Chemilumineszenz nachgewiesen. Die durch die Immundetektion identifizierten Proteinspots sind in C und D
gekennzeichnet. Zusätzlich sind noch zwei weitere prägnante Serumproteine: α1-Antitrypsin und Contrapsin
markiert.
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Humanes FETUB
Das Spotmuster des humanen FETUB ist am ehesten mit dem von hAhsg vergleichbar, da es
ebenso aus zwei Glykosylation-Trains besteht, die sich über 6 definierte Ladungszustände
erstrecken (Abbildung 16D,F). Es erscheint damit deutlich weniger komplex als das murine
FETUB, das 5 verschieden schwere Formen zusätzlich zu unterschiedlichen
Ladungszuständen aufweist. Dies war nach dem Vergleich der homologen Proteine α2-HS-
Glykoprotein mit dem murinen Ahsg nicht so zu erwarten, da hierbei das humane Homolog
deutlich komplexer ist als das murine Protein.
3.4.2. Erstellung eines Referenzgels
Für humanes Serum existieren auf einschlägigen Internet-Seiten Referenzgele, bei denen die
überwiegende Mehrheit aller Proteinspots sequenziert und entsprechend gekennzeichnet ist
(siehe z.B. die Übersichtsseite http://us.expasy.org/ch2d/publi/plasma93.html, oder
exemplarisch ein zweiteiliges silbergefärbtes Gel, mit beschrifteten Spots, unter der Adresse
http://us.expasy.org/ch2dothergifs/publi/left-plasma.gif bzw. .../right-plasma.gif). Für murines
Serum ist etwas Vergleichbares nicht zu finden. Es gibt zwar eine Vielzahl von spezifisch
analysierten Gewebeextrakten, jedoch nur eine einzige Seite, die zweidimensional
aufgetrenntes Mausserum zeigt: http://proteomics.cancer.dk/fluidgallery/mouse_serum.html.
Dieses silbergefärbte Gel sowie ein ebenso veröffentlichtes Coomassie-gefärbtes Gel
(.../mouse_serum_CBB.html) liegen in ihrer Auftrennung deutlich unter der Qualität von
verfügbaren humanen Proben. Immerhin sind 8 Proteine in den beiden verschieden gefärbten
Gelen identifiziert worden. Dabei handelt es sich um die Hauptplasmaproteine Albumin,
Transferrin, α1-Antitrypsin, Contrapsin, Ig λ-Kette sowie das Präalbumin, ein Vorläufer von
Apolipoprotein A-IV und das MHC Klasse 1 Histokompatibilitäts-Antigen Q10-k alpha.
Das in Abbildung 16A gezeigte Mausserum entspricht von der Auftrennung und der Anzahl
von detektierten Spots dem Gel der humanen Probe in Abbildung 16B. Die Spots im humanen
2D Gel lassen sich wiederum sehr gut denen in den publizierten humanen Referenzgelen
zuordnen und durch Vergleich identifizieren. Leider kann man die im humanen Serum
identifizierten Proteinspots trotz gleichen Größenmaßstabs nicht 1:1 auf das murine Serum
übertragen. Der Grund hierfür wird deutlich bei der vergleichenden Betrachtung der zwei
Ausschnittvergrößerungen in Abbildung 16C,D. Die relative Lage von Fetuin-B, Ahsg und
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dem Plasmaprotein α1-Antitrypsin unterscheiden sich deutlich zwischen den zwei Spezies.
Das Fetuin-B migriert im 2D-Gel von murinen und humanen Serumproben in einer
vergleichbaren relativen Position zum α1-Antitrypsin. Während das murine Ahsg jedoch eine
intermediäre Position zwischen den beiden Proteinen einnimmt, ist das humane Homolog auf
gleicher Höhe mit dem α1-Antitrypsin und zudem im saureren pH-Bereich lokalisiert. Das
prominente Contrapsin im Mausserum fehlt völlig im humanen Spotmuster, denn dieser
Serinprotease-Inhibitor kommt nämlich nur in der Spezies Maus vor.
Zur Erstellung eines Referenzgels für Mausserum wurde das Contrapsin, die Fetuine sowie
weitere Proteine im Western-Blot nachgewiesen und die auf der Membran identifizierten
Proteinspots mit einem parallel aufgetrennten silbergefärbten Gel abgeglichen und deren
Positionen im eingescannten Gel eingezeichnet (Abbildung 17). Für das Contrapsin stellte
sich dabei heraus, dass zwei verschiedene Formen dieses deutlich negativ geladenen Proteins
detektiert werden. Der Grund dafür liegt im Vorkommen von zwei Spleißvarianten mit einem
Molekulargewicht von 55 bzw. 120 kDa (Hill et al.  1985).
Als weiterer Protease-Inhibitor wurde das α2-Macroglobulin mit einem spezifischen
Antikörper detektiert. Dieses Molekül besteht aus mehreren Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht von 35 und 163 kDa. Im Gel konnte allerdings nur die kleinere
Untereinheit nachgewiesen werden. Die insgesamt 6 Spots sind dabei über einen relativ
breiten pH Bereich verstreut. Ein Spot weicht zudem deutlich in der Größe von den restlichen
Spots nach unten ab.
Neben diesen im Western-Blot identifizierten Proteinen wurden im silbergefärbten
Referenzgel die bekannten, leicht zu identifizierenden Hauptplasmaproteine eingezeichnet:
das Albumin, das Transferrin, das α1-Antitrypsin, die Immunglobulin-Ketten sowie das
Apolipoprotein A-I. Diese decken 4 der insgesamt 8 im publizierten Mausserum-Gel
eingezeichneten Proteine ab. Ein weiteres genanntes ist das Contrapsin, welches allerdings
dort nur in der niedermolekularen Form nachgewiesen werden konnte.
Der ebenfalls relativ stark angefärbte Vorläufer des Apolipoproteins A-IV lässt sich durch den
Vergleich der relativen Lage Proteinspots im neu erstellten Referenzgel zuordnen. Auffällig
ist ein dem gleichfalls eingezeichneten verwandten Apolipoprotein A-I ähnliches Spotmuster.
Trotzdem muss dies durch einen entsprechenden Nachweis mit einem spezifischen Antikörper
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oder durch Sequenzierung verifiziert werden. Für das beschriebene Präalbumin und das MHC
Klasse 1 Histokompatibilitäts-Antigen Q10-k alpha lassen sich hingegen keine
korrespondierenden Spots zuordnen.
Abbildung 17 Erstellung eines 2D-Referenzgels für Mausserum. Wildtyp-Serum wurde auf einem 3-10 NL
IPG-Streifen und in der 2. Dimension in einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt. Die Namen von bekannten
Hauptplasma-Proteinen sind fettgedruckt. Die neu im Western-Blot identifizierten Proteinspots sind umrahmt
und mit einer kleingedruckten Beschriftung versehen. Die potenzielle Position von Apolipoprotein A-IV ist
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durch eine Linie gekennzeichnet. Für den Nachweis der Proteine im Western-Blot wurden die Kaninchen-
Antiseren in 15 ml Blockierungslösung 1:3000 gegen murines Ahsg (K251), 1:2500 gegen murines Fetuin-B
(K319), 1:2000 gegen α2-Makroglobulin und 1:30000 gegen Contrapsin verdünnt eingesetzt. Der Peroxidase-
gekoppelte Anti-Kaninchen-IgG-Zweitantikörper (1:5000 verdünnt) wurde mittels Chemilumineszenz
nachgewiesen.
3.5. Proteomanalyse von Mausseren vor und nach partieller Hepatektomie
Die Leberregeneration nach partieller Hepatektomie wird von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren koordiniert. Innerhalb von 7-10 Tagen ist die Lebermasse in Mäusen
wieder regeneriert. Dabei löst TNF-α eine Akutphase-Reaktion aus, die die Zellen vorbereiten
für die nachfolgenden Wirkungen der mitogenen Zytokine TGF-α, EGF und HGF.
Abschließend sorgt TGF-β durch seine antiproliferative Aktivität für die Beendigung der
Proliferation. In vitro Untersuchungen ergaben, dass Fetuin-A mit zwei wichtigen Mediatoren
der Hepatozyten-Proliferation interagiert, dem HGF-Wachstumsfaktor (promitotisch,
(Ohnishi et al.  1997) und TGF-β (anti-mitotisch, Demetriou et al.  1996). Um festzustellen,
welcher antagonistische Effekt von Fetuin-A auf die Zytokin-Signalwirkung (signalling) in
vivo dominiert, wurde in dieser Arbeitsgruppe die partielle Hepatektomie an B6, Ahsg -/- und
Wildtyp-Mäusen durchgeführt. Gleichfalls sollte untersucht werden, ob die Fetuin-Defizienz
in diesem Entzündungsmodell Auswirkungen auf die Regulation von anderen Serumproteinen
hat. Da Ahsg selbst ein Negativ-Akutphase-Protein ist, d.h. seine Serumkonzentration in der
frühen Entzündungsphase absinkt (Lebreton et al.  1979; van Oss et al.  1975; Daveau et al.
1988) wurde zur Proteomanalyse der Zeitpunkt 24 Stunden nach Operation ausgewählt
(Akutphase).
Zur Analyse wurden von jeder der vier Gruppen (2 Genotypen, unbehandelt und nach
partieller Hepatektomie, pHx) jeweils 3 Serumproben in einem 2D-Gel aufgetrennt,
silbergefärbt und mit einer 2D-Analyse-Software (PDQuest 2-D Analysis Software Version
6.2.1 für Macintosh) ausgewertet. Dabei ergaben sich sowohl quantitative als auch deutliche
qualitative Unterschiede im Spotmuster zwischen den einzelnen Gruppen. Zur Darstellung
von quantitativen Unterschieden sind in Abbildung 18 zwei repräsentative 2D-Gele von Seren
eines unbehandelten Tieres sowie einer Maus nach pHx gezeigt.
Auffällig sind zunächst die in Abbildung 18A und B eingerahmten zwei Proteinspot-Muster.
Während die Proteinmenge im Muster mit der Standard-Spot-Nummer (SSP) 0714 bei den 6
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Kontrollproben signifikant größer ist (Mittelwert unbehandelt: 236709, pHx: 55949, p=
0,0054, n=6) als in den Proben von operierten Mäusen, verhält es sich bei dem Muster mit der
SSP 0205 genau umgekehrt (Mittelwert unbehandelt: 131648, pHx: 597620, p= 0,044, n=6).
Somit kann man diese Proteine in die Kategorien eines Positiv-Akutphase-Proteins (SSP
0205) bzw. eines Negativ-Akutphase-Proteins (SSP 0714) einordnen, da laut Definition die
Konzentration eines Akutphase-Proteins während der Akutphase-Reaktion um mehr als 25%
verändert sein muss und beide Spots dieses Kriterium erfüllen.
Signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen bei gleicher Behandlung gab es sowohl
bei diesen beiden Proteinmustern als auch bei den weiteren dargestellten Spots (mit
Ausnahme von Ahsg-Spots) nicht. Aus diesem Grund wurden die Werte beider Genotypen bei
gleicher Behandlung für die Signifikanz-Berechnungen bezüglich der Akutphase-Reaktion
zusammengefasst.
3.5.1. Negativ-Akutphase-Proteine
In die Kategorie eines Negativ-Akutphase-Proteins lassen sich neben dem Spot SSP 0714 die
Spots SPP 1707, 1803, 2603, 3401, 0201 und 3306 einordnen (Abbildung 18A, links). Die
Proteinmengen sanken hier um das 1,54-fache (SPP 3306, unbehandelt: 111753, pHx: 72792,
p= 0,00009, n=6) bis 10,5-fache (SPP 1803, unbehandelt: 567335, pHx: 54031, p= 0,0009,
n=6) infolge der Behandlung ab.
Als weiteres Negativ-Akutphase-Protein konnte man das Ahsg zählen. Exemplarisch sind 3
der insgesamt 6 Ahsg-Spots (Vergleich Abbildung 16) aufgeführt. Während bei zwei der
Spots wie erwartet kein Protein in den Ahsg -/- Proben detektiert werden konnte (SPP 1605,
2506), zeigten sich geringe Proteinmengen bei SSP 2503. An dieser Stelle kam es zur
Überlagerung mit einem anderen Protein geringer Spot-Intensität. Bei Verrechnung aller 3
Spots war die Ahsg-Menge 24 Stunden nach partieller Hepatektomie durchschnittlich um ca.
45% gegenüber der Kontrolle reduziert (0,46% ± 0,07%). Dieser berechnete Wert stimmte mit
der Quantifizierung von Ahsg aus eindimensional aufgetrennten SDS-PAGE-Gelen mit
anschließendem Western-Blot und Immundetektion gut überein (Westenfeld, unpubliziert).
Ergebnisse                                                                                                                                     71
 
SSP 9201
191106
SSP 2506
150094
SSP 4111
121505
SSP 4103
169912
SSP 2503
167663
SSP 1803
99205
SSP 2603
123932
SSP 3401
92904
SSP 3306
122382
SSP 2305
190368
SSP 1605
197915
124073
SSP 0201
SSP 1707
112232
B
A
Wildtyp, Hepatektomie
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Abbildung 18 2D-Proteomanalyse von Kontrollseren und Mausseren 24 Stunden nach partieller
Hepatektomie. Dargestellt sind zwei repräsentative silbergefärbte Gele von Wildtyp-Seren vor (A, Nr.2) und
nach pHx (B, Nr.9). Histogramme an beiden Seiten zeigen die Quantifizierung der im Gel markierten
zugehörigen Spots. Jedes Histogramm zeigt neben der Standard-Spot-Nummer (SSP) eine Zahl in der oberen
linken Ecke, die die Quantität der höchsten Proteinmenge ausdrückt. Von links nach rechts sind die
Proteinmengen von je 3 Wildtyp unbehandelt (schwarz), Ahsg -/- unbehandelt (grau), Wildtyp pHx (schwarz
schraffiert) und Ahsg -/- pHx (grau schraffiert) gezeigt. Die Histogramme sind wie folgt gruppiert: links neben
A: Proteine, die in der Akutphase herunterreguliert sind. Rechts von A: Proteine mit gleicher Konzentration in
allen Gruppen. Links neben B: drei Ahsg-Spots. Rechts von B: Proteine, die in der Akutphase hochreguliert sind.
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3.5.2. Positiv-Akutphase-Proteine
Zu den Positiv-Akutphase-Proteinen kann man zusätzlich zu dem SSP 0205 noch 2 weitere
Spots zählen (SSP 9201 Mittelwert pHx: 810205, SSP 4103, Mittelwert pHx: 926462), die in
allen Gelen von pHx-Proben (bis auf SPP 4103, Probe 11) nachgewiesen werden konnten,
jedoch in allen Kontrollen nicht detektierbar waren.
Neben den während der Akutphase-Reaktion in ihrer Konzentration regulierten Proteinen gibt
es natürlich auch Proteine, deren Konzentrationen unbeeinflusst bleiben. Vier dieser neutralen
Proteine sind rechts von Abbildung 18A dargestellt (SSP 4604, 2305, 2309 und 4111).
Beispielsweise variiert die Konzentration von SSP 2305 nur um das 1,02-fache (unbehandelt:
147722, pHx: 144346, p= 0,43, n=6).
Die Konzentrationen im Serum Nr. 11 (vorletzter Balken in den Histogrammen) wichen bei
mehreren der untersuchten Spots von den Protein-Konzentrationen aus gleich behandelten
Mäusen deutlich ab. Die Negativ-Akutphase-Proteine SSP 0714 und SSP 0201 waren weniger
stark erniedrigt als in den anderen pHx Proben, während die Positiv-Akutphase-Proteine SSP
0205 und 4103 im Gegensatz zu den anderen pHx Seren im Serum Nr. 11 nicht detektiert
werden konnten. Ebenso auffällig ist die deutlich höhere Proteinkonzentration des neutralen
Proteins SSP 2309. Eine Erklärung für dieses untypische Proteinmuster gibt es nicht.
3.6. Herstellung von monoklonalen Antikörpern gegen Mausfetuin-A
Zur Herstellung von hochspezifischen Antikörpern gegen Mausfetuin-A sollten die
Antikörper in einer Fetuin-A-defizienten Maus erzeugt werden. Da die Ahsg -/- Tiere dieses
Protein weder selbst synthetisieren können, noch von Müttern gleichen Genotyps maternales
Fetuin-A während der Embryonalentwicklung erhalten konnten, wird dieses Protein bei der
Immunisierung nicht als eigenes Protein erkannt. Aus diesem Grund ist die Bildung von
Antikörpern gegen ein Protein der eigenen Spezies im Knockout-Tier überhaupt erst möglich.
Für die Antikörper-Gewinnung wurden Milzzellen von immunisierten männlichen B6, Ahsg -
/- mit Maus-Myelomzellen der Ag 8.653-Linie durch Polyethylenglycol fusioniert. Die
fusionierten Zellen (Hybridoma-Zellen) wurden auf 6 Mikrotiterplatten (360 Kulturen)
verteilt, selektiert und auf Antikörper-Produktion mit Hilfe eines indirekten ELISAs mehrfach
untersucht. Von anfänglich 52 positiven Kulturen blieben nach Klonierung und Expansion
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insgesamt 14 Hybridoma-Linien mit gutem Signal gegen Mausfetuin-A übrig. Von den 9
Hybridoma-Überständen mit den stärksten Werten wurde zur Spezifitäts-Kontrolle ein
Western-Blot durchgeführt (Abbildung 19). Zum Vergleich wurde parallel ein Blot mit einem
polyklonalen Antiserum (PAK) gegen Mausfetuin-A hybridisiert. Dieser Antikörper erkannte
GST-fusioniertes rekombinantes Mausfetuin-A (Fet) als Positivkontrolle (eine starke Bande
plus weitere schwächere Banden, die Degradationsprodukte darstellen) sowie das Fetuin-A
(Ahsg) in Wildtyp-Serum. Wie erwartet ergab sich kein Signal mit dem Ahsg-/- Serum. Nur
vier der neun Hybridoma-Überstände konnten GST-fusioniertes rekombinantes Mausfetuin-A
als Positivkontrolle zufriedenstellend erkennen (Abbildung 19: Hyb 2, 4, 6 und 9). Das Signal
des Serumfetuins lag mit einem Molekulargewicht von ca. 53 kDa nur etwas oberhalb der
Höhe von der schweren Kette der Immunglobuline mit 50 kDa, die durch den verwendeten
Zweitantikörper (Anti-Maus-IgG) detektiert wurde. Somit war die Differenzierung zwischen
diesen Signalen nicht ganz eindeutig. Bei der vergleichenden Betrachtung des Ahsg -/-
Serum-Bandenmusters wurde es eher ersichtlich, welchen Anteil die beiden Antikörper an
dem zum Teil überlappenden Signal haben, speziell bei dem am stärksten reagierenden
Hybridom 4. Störend bei der Auswertung war zudem, dass der verwendete Zweitantikörper
(Anti-Maus-IgG-Peroxidase gekoppelt) neben den Immunglobulinen das Serumalbumin mit
67 kDa sowie weitere Serumbanden geringeren Molekulargewichts detektierte. Hinzu kommt,
dass die aufgetragenen Ahsg-/- und Wildtyp-Serumproben unterschiedliche Albuminmengen
aufwiesen (im Ahsg-/- Serum schwächere Albuminbande) während das IgG-Signal aber
gleich stark war.
Bei einem der Hybridome (Hyb 9) trat bei parallel dazu aufgetragenen Mausserum-Proben
eine hochmolekulare Bande unklarer Herkunft auf. Aus diesem Grund wurden nur die
positiven Hybridoma-Linien 2 und 4 zur weiteren Subklonierung ausgewählt.
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Abbildung 19 Reaktivität der Hybridoma-Linien mit Mausfetuin-A im Western-Blot. Serum von Wildtyp
(+/+) und Ahsg-/- Mäusen sowie rekombinantes Mausfetuin-A (Fet) mit einem GST-Fusionsanteil wurden unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Die insgesamt 10 Membranstücke wurden jeweils mit einem der 9
Hybridoma-Überständen (Hyb) bzw. einem polyklonalen Kontroll-Antikörper (PAK) inkubiert. Die Überstände
wurden 1:3 verdünnt in insgesamt 600µl Volumen eingesetzt. Der PAK wurde 1:5000 verdünnt verwendet. Das
rekombinante Fetuin-A hatte durch den Fusionsanteil ein Molekulargewicht von ca 65 kDa. Das Serumfetuin-A
lag bei 53 kDa. Die schwere Antikörperkette bei 50 kDa, das Serumalbumin (ALB) mit 67 kDa und weitere
Serumbanden wurden durch den verwendeten Zweitantikörper (Anti-Maus-IgG-Peroxidase gekoppelt) detektiert.
3.6.1. Subklonierung der Hybridoma-Linien
Die Subklonierung der Hybridoma-Linien erfolgte durch limitierende Verdünnung mit 100,
10 und 4 Zellen/well auf jeweils drei 96 well-Platten. Aus der Hybridoma-Linie IV C11 (Hyb
2) ergaben sich nach der ersten Subklonierung in den Platten mit 10 bzw. 4 ausgesäten Zellen
pro well insgesamt 10 Positive. Hieraus wurden wiederum 3 Positive zur zweiten
Subklonierung ausgewählt. Dabei wurden die Verdünnungen 6, 3 (jeweils eine halbe Platte)
und 2 Zellen/well (zwei 96 well-Platten) verwendet. Die Tests nach der zweiten
Subklonierung ließen darauf schließen, dass es sich um jeweils reine Zellklone handelt: Die
Signalstärke im ELISA-Test der Hybridoma-Überstände verhielt sich proportional zur
Zellzahl. Die Subklonierung des Klons III F10 (Hyb 4) ergab vergleichbare Resultate. Die
Antikörper aus den Hybridoma-Überständen dieser beiden reinen Zellklone werden im
Weiteren als monoklonale Anti-Mausfetuin-A-Antikörper (MAMF) 1 und 2 (Hyb 2 bzw. Hyb
4) bezeichnet.
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3.6.2. Spezifität der monoklonalen Anti-Mausfetuin-A-Antikörper (MAMF)
Während die Screening Methode mit dem Western-Blot und rekombinanten Fetuin-A als
Antigen gute Ergebnisse lieferte, bereitete die Detektion des Fetuin-A in Mausserum in einer
reduzierenden SDS-Gelelektrophorese Probleme. Zwar war die Antigenerkennung der
hergestellten MAMF sehr spezifisch, doch überlappte das Fetuin-A-spezifische Signal mit
dem Signal der im Mausserum vorhandenen Antikörper, die durch den eingesetzten
Zweitantikörper detektiert wurden (Abbildung 19). Eindeutigere Resultate lieferte die
nichtreduzierende Gelelektrophorese, bei der die Disulfidbrückenbindungen zwischen
einzelnen Polypeptidketten erhalten bleiben. Hierbei war das einkettige Mausfetuin-A
weiterhin im Bereich von 50 kDa angesiedelt. Die Immunglobuline, die jeweils aus zwei
schweren und zwei leichten Ketten bestehen, befanden sich jedoch in der Höhe von 150 kDa.
Mit dieser Methode ließ sich das Fetuin-A-spezifische Antikörpersignal eindeutig von dem
Signal des verwendeten Zweitantikörpers gegen Mausimmunglobuline differenzieren. Bei der
alternativen Verwendung von nichtreduzierten Proben muss man jedoch berücksichtigen, dass
der Antikörper häufig das Antigen schlechter erkennt als unter reduzierenden Bedingungen.
Dies ist zum Beispiel bei dem polyklonalen Antiserum gegen Mausfetuin-A der Fall. Es
detektierte Fetuin-A in nichtreduzierter deutlich schlechter als in reduzierter Form (Abbildung
20 A und Abbildung 19). Trotz dieser Problematik wurde die Kreuzreaktivität mit humanem
und Rattenserum unter nichtreduzierenden Bedingungen untersucht. Um bei den
vergleichsweise aufgetragenen Mausproben sicher zwischen den Signalen des Erst- und
Zweitantikörpers zu unterscheiden, wurde eine Kontrolle ohne Erstantikörper mitgeführt
(Abbildung 20 B).
Der Antikörper MAMF-1 reagierte gut mit dem rekombinanten Mausfetuin-A, den beiden
Wildtyp-Seren und schwächer mit dem heterozygoten Serum (Abbildung 20 C). Die
Signalintensität korrelierte mit der Ahsg-Menge im Serum, die beim heterozygoten
Individuum um die Hälfte erniedrigt ist. Mit Ahsg -/- Seren ließ sich erwartungsgemäß keine
Fetuin-A spezifische Bande nachweisen. Im Rattenserum detektierte der Antikörper eine
Bande, die leicht nach oben versetzt war, da das Rattenfetuin-A ein etwas höheres
Molekulargewicht aufweist. Mit Humanserum zeigte MAMF-1 keine Reaktion.
Der MAMF-2 zeigte im Vergleich zum MAMF-1 generell sehr schwache Signale (Abbildung
20 D), d.h. er ist mehr reduktionssensitiv als MAMF-1. Während man die Banden des
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rekombinanten Mausfetuins noch erkennen konnte, war es fast nicht möglich, die
Mausfetuinbande im Serum auszumachen. Dahingegen zeigte sich eine Kreuzreaktion mit
Rattenfetuin-A. Humanes Ahsg konnte dieser MAMF ebenso wie MAMF-1 nicht detektieren.
Im Gegensatz zu den beiden monoklonalen Antikörpern reagierte das polyklonale Antiserum
sowohl mit Ratten- als auch humanem Ahsg. Das humane Homolog lag in der
nichtreduzierenden Gelelektrophorese noch etwas oberhalb des Maus- und Ratten-Ahsg.
          
Abbildung 20 Kreuzreaktivität von Mausfetuin-A-Antikörpern mit Seren verschiedener Spezies.
Serumproben (0,1 µl) von Maus, Ratte und Mensch sowie rekombinantes Mausfetuin-A aus Sf9-Insektenzellen
(MF) wurden unter nichtreduzierenden Bedingungen aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran
transferiert. Die Blots wurden mit folgenden Antikörpern hybridisiert: (A) polyklonales Anti-Mausfetuin-A-
Antiserum 1:5000 verdünnt, (B) Kontrolle: Zweitantikörper (Anti-Maus-IgG) 1:1000 verdünnt, ohne
Erstantikörper, (C) MAMF-1 1:100 verdünnt und (D) MAMF-2 1:25 verdünnt.
Um die monoklonalen Anti-Mausfetuin-A-Antikörper näher zu charakterisieren, wurde neben
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dem Test der Kreuzreaktivität im Western-Blot auch ein Epitop-Mapping mit Peptid-Blots
durchgeführt. Für das Mapping wurden Peptid-Blots (Fa. Jerini, Berlin) verwendet, auf denen
die komplette Fetuin-A-Sequenz in 13-meren mit einer Überlappung von jeweils 3
Aminosäuren aufgespottet waren. Die Blots wurden mit den Hybridoma-Überständen in
Blockierlösung hybridisiert und mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper und dem
Chemilumineszenz-System nachgewiesen (durch Steffen Gräber, AG Jahnen-Dechent).
Folgende Epitope der Mausfetuin-A-Sequenz wurden von den MAMF spezifisch erkannt:
MAMF-1: 1 Epitop:   67-LETTCHALDPTPLANCSVR-85 (19 AS)
MAMF-2: 1. Epitop:  67-LETTCHALDPTPLANC-82 (16 AS)
2. Epitop: 271-RGLSDHRTYHDLRHAF-286 (16 AS)
Der MAMF-1 erkannte sehr spezifisch ein Epitop, das 19 Aminosäuren (AS) umfaßte. Diese
Sequenz liegt in der aminoterminalen Domäne D1 von insgesamt drei Domänen des
Mausfetuin-A. Nach einem Strukturmodell, das nach der Kristallstruktur des Chicken egg
white Cystatin modelliert wurde, liegt das Epitop in der Loopregion zwischen dem zweiten
und dritten von insgesamt vier β-Faltblättern. Diese β-Faltblätter beinhalten saure Reste, die
für die Bindung von Fetuin-A an calciumreiches Mineral verantwortlich gemacht werden
(Heiss et al.  2003).
Der MAMF-2 reagierte mit einem ähnlichen Epitop. Allerdings war die Erkennung auf 16 AS
beschränkt. Zudem war das Signal schwächer als bei MAMF-1. Ein starkes Signal erzielte
MAMF-2 jedoch mit einem zweiten Sequenzabschnitt, der in der dritten Domäne lokalisiert
ist. Die dritte Domäne D3 ist im Gegensatz zu den ersten beiden Cystatin-homologen
Domänen D1 und D2 spezifisch für die Fetuine. Die Bindung von MAMF-2 an zwei
nichtlineare Epitope weist auf räumliche Nachbarschaft dieser Sequenzabschnitte im nativ
gefalteten Fetuin-A/Ahsg hin. Die Tatsache, dass das erste Epitop auch im nichtreduzierten
Zustand gut erkannt wurde, weist darauf hin, dass dieses Zielepitop im nativen mAhsg zum
äußeren Milieu orientiert ist. Epitop 2 auf MAMF-2 ist dagegen zum inneren Kern des mAhsg
orientiert und wird erst nach chemischer Reduktion des Proteins detektierbar.
Die Kreuzreaktivität auf Aminosäuren-Ebene wurde mit Hilfe von zwei weiteren Peptidblots
für Ratten- und Human-Fetuin-A untersucht. Beide MAMF zeigten Kreuzreaktivität mit
Ratten-Peptiden. Dies ist nicht verwunderlich, da beide Sequenzen zu 100% identisch sind
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mit dem ersten Epitop auf dem Mausfetuin-A-Blot. Auch hier war die Reaktion des MAMF-2
deutlich schwächer als die von MAMF-1. Interessanterweise ergab sich auch eine
Kreuzreaktion von MAMF-2 mit der Rattensequenz, die mit dem zweiten Epitop homolog ist,
obwohl die AS-Sequenz an drei Stellen differiert (Maus/Ratte: 271: R/L, 274: S/P, 279: Y/H).
Auf dem humanen Peptidblot konnte nur MAMF-1 das erste homologe Epitop detektieren.
Der Grund hierfür liegt wohl darin, dass auch hier drei der 19 AS unterschiedlich sind
(Maus/Mensch: 73: A/V, 79: L/V, 81: N/R). Diese Differenz ist offenbar ausreichend, sodass
die ohnehin schwächere Bindung des MAMF-2 an Epitop 1 nun unterhalb der
Detektionsgrenze liegt. Für MAMF-2 konnte auch keine Bindung an das humane Homolog
zum Epitop 2 im Mausfetuin-A festgestellt werden. Das Epitop ist offensichtlich schlecht
konserviert zwischen Maus und Mensch. Von 16 Aminosäuren sind 8 AS unterschiedlich.
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4. Diskussion
4.1. Zucht der Ahsg -/- Mäuse
Fetuin-A-defiziente Mäuse erschienen auf dem gemischten genetischen Hintergrund 129/B6
makroskopisch normal und zeigten ein den beiden Ursprungsstämmen entsprechendes
Zuchtverhalten. Sporadisch konnten bei Muttertieren Mikrokalzifizierungen in Gefäßen
entlang der Wirbelsäule festgestellt werden. Aufgrund dieses Befundes und der Tatsache, dass
Fetuin-A in vitro ein Inhibitor der spontanen Apatit-Präzipitation ist, wurden die Fetuin-A
Knockout-Mäuse auf den Mausstamm DBA/2 rückgekreuzt, bei dem Kalzifizierungen leicht
induzierbar sind. Parallel wurde die Rückkreuzung auf den Kalzifizierungs-resistenten
Laborstamm C57BL/6 angesetzt. Die Zuchtergebnisse aus den ersten beiden Ahsg -/-
Generationen nach der Rückkreuzung über 10 Generationen weisen auf eine deutlich erhöhte
Belastung der D2, Ahsg -/- Zuchtweibchen bei der Schwangerschaft und der anschließenden
Laktation hin. Einige Weibchen starben noch während der Schwangerschaft, andere kurz nach
der Geburt ihres Wurfes. Ein Grund hierfür besteht im natürlichen Calcium-Stress, dem
schwangere und laktierende Weibchen ausgesetzt sind. Der sogenannte maternale
Hyperparathyroidismus, der während einer Schwangerschaft auftritt, deckt das erhöhte
Calciumbedürfnis der Föten bei der Skelettbildung ab (Kovacs and Kronenberg, 1997).
Bemerkenswert war auch die signifikant geringere Anzahl der Würfe pro Zuchtweibchen
gegenüber den B6, Ahsg -/- bzw. den jeweiligen Wildtyp-Tieren des entsprechenden
genetischen Hintergrunds. Möglicherweise kommt es bereits bei der Schwangerschaft zur
Mangelversorgung der Embryos, woraufhin eine Resorption der Föten stattfindet (eigene
Beobachtung). Eine andere Möglichkeit ist die fortschreitende Degeneration der
Fortpflanzungsorgane durch Kalzifizierung, die mit steigendem Lebensalter der D2, Ahsg -/-
Tiere zunimmt. In jedem Fall sind diese Mäuse ab einem bestimmten Alter infertil. Als
Konsequenz dieser herabgesetzten Zuchtleistung wurden im Weiteren laufend möglichst
junge Mäuse verpaart, um die Stammerhaltung zu sichern. Eine Folge dieser Maßnahme ist
die deutliche Verkürzung der Generationszeit im Vergleich zu dem B6, Ahsg -/- Stamm. Die
Generationszeit der B6, Ahsg -/- Tiere kann man dagegen variabler gestalten und deutlich
verlängern, entweder durch mehr Würfe pro Paarung, oder durch Verpaarung älterer Mäuse.
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4.2. Pathophysiologie der Fetuin-A-Defizienz in D2, Ahsg -/- Mäusen
4.2.1. Bewertung der Serumparameter, Parallelen mit Calciphylaxie-Patienten
Die Fetuin-A-defizienten DBA/2 Mäuse besitzen Ähnlichkeiten mit Calciphylaxie-Patienten.
Beide sind phänotypisch durch eine sehr schwere Form ektoper Kalzifizierung geprägt. Beide
weisen einen sekundären Hyperparathyroidismus, d.h. einen erhöhten Parathormon-Spiegel
aufgrund eines Nierenschadens auf. Dieser geht bei den erwachsenen D2, Ahsg -/- Mäusen
wie auch bei vielen Dialyse-Patienten einher mit einer erhöhten Aktivität der Alkalischen
Phosphatase. Zusammengenommen sind diese beiden Parameter ein klinisches
Diagnosekriterium für eine spezielle Art der Osteodystrophie, der "high bone turnover
disease" (Elder, 2002). Hierbei findet ein deutlich erhöhter Knochenumsatz statt, bei dem
tendenziell der Knochenabbau überwiegt. Es kommt zum Phänotyp der Osteopenie. Die für
diese Krankheit typische erhöhte Anzahl Osteoklasten sowie ein geringereres Verhältnis von
Knochen- zu Gesamt-Volumen (BV/TV) konnte in einer Kooperation mit der AG Michael
Amling, Uniklinik Eppendorf, Hamburg in den D2, Ahsg -/- Mäusen nachgewiesen werden
(Schäfer et al.  2003).
Ein wesentlicher Unterschied zwischen Maus und Mensch besteht jedoch im Serum-Phosphat,
bzw. im resultierenden Calcium-Phosphat-Produkt. Während diese Werte beim Dialyse-
Patient signifikant erhöht sind (Ca x P > 50 mg2/dl2) und mittels Phosphat-Binder gesenkt
werden müssen, weisen die Mäuse aller vier untersuchten Gruppen generell Werte in
derselben kritischen Größenordnung auf. Die Phosphat-Konzentration ist aber nicht wie
angenommen werden könnte, in den betroffenen D2, Ahsg -/- signifikant gegenüber den
anderen drei Populationen erhöht. Auffällig ist jedoch ein Stamm-spezifischer Unterschied im
Phosphat-Spiegel. Die DBA/2 Mäuse haben signifikant höhere Serum-Konzentrationen als
die des Stamms C57BL/6. Van den Broeck und Mitarbeiter konnten eine Korrelation
zwischen einem erhöhten Phosphat-Spiegel und dem Ausmaß der dystrophen kardialen und
vaskulären Kalzifizierung in D2-Mäusen zeigen (van den Broek et al.  1997). Aus diesem
Grund sollte man den Phosphat-Spiegel in der Maus ebenso beachten, wie es beim Nieren-
Patient der Fall ist.
Im Gegensatz zum Phosphat ist das Magnesium in D2 gegenüber B6 Mausseren deutlich
niedriger. Dieser Befund wurde auch schon von van den Broeck und Mitarbeitern für alte
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Zuchtweibchen beschrieben ((van den Broek et al.  1997): D2 0,70 ± 0,13 mM, B6 0,88 ±
0,08 mM, p< 0,05). Die relative Hypomagnesiämie der DBA/2 Tiere ist von besonderem
Interesse, da Mg2+-Ionen als Inhibitoren der Kalzifizierung gelten. Sie können Ca2+-Ionen im
Kristallgitter ersetzen und damit die Kristallstruktur stören, wodurch das Kristallwachstum
inhibiert wird (Blumenthal, 1989).
Fütterungsversuche mit D2 Wildtyp-Mäusen und einer Magnesium-reichen und Phosphat-
armen Diät ergaben zudem, dass die kardiale Kalzifizierung zwar nicht verhindert, aber
zumindest die Calcium-Konzentration im Herz reduziert werden kann (van den Broek and
Beynen, 1998b). Hypomagnesiämie und Hyperphosphatämie könnten entscheidende Faktoren
sein, die zu dem unterschiedlichen Phänotyp der Fetuin-A-Defizienz auf B6 und D2-
Hintergrund beitragen. Diese Faktoren stehen aber vermutlich nicht alleine. Dies belegen
genetische Studien, die nach modifizierenden Genen für die dystrophe kardiale Kalzifizierung
(DCC) im D2-Stamm forschen. Es konnten mehrere unabhängige Dyscalc-Loci identifiziert
werden (Colinayo et al.  2002). Die Magnesium-Konzentration im Menschen unterscheidet
sich bei Calciphylaxie-Patienten übrigens nicht von den Werten der Kontrollgruppen.
Vollständige Übereinstimmung in der Pathogenese der DCC bei Mensch und Maus ist auch
nicht erforderlich, da es sich bei der Niereninsuffizienz ebenso wie bei der DCC um eine
multifaktorielle Erkrankung mit einer Fülle von unabhängigen Risikofaktoren handelt. In
jedem Fall ist der Fetuin-A-Mangel aber der auslösende Faktor für die spontane
Kalzifizierung von DBA/2 Mäusen.
4.2.2. Diagnose der Niereninsuffizienz
Die Nephrocalcinose ist bei den D2, Ahsg -/- Mäusen ein hervorstechendes Merkmal des
Kalzifizierungsphänotyps. Folglich wurde ein Hauptaugenmerk auf die Charakterisierung der
Nierenschädigung gelegt. Eine Routine-Messgröße zur Bewertung der Nierenfunktion ist die
Creatinin-Konzentration. Die Untersuchung an den Mäusen ergab für die D2, Ahsg -/- Tiere
im Vergleich mit den D2, Ahsg +/+ Kontrollmäusen einen signifikant erhöhten Creatinin-
Spiegel. Dieser Befund ist jedoch kritisch zu betrachten. Zum einen führt erst eine
Einschränkung der glomerulären Funktion von über 50% zu einem Anstieg des Creatinins im
Serum. Darunter ist keine Änderung zu beobachten (sog. Creatininblinder Bereich). Zum
anderen ist dieser Parameter bekannterweise fehlerbehaftet (mangelnde analytische Spezifität,
Abhängigkeit von der Muskelmasse und -aktivität). Aus diesem Grund wird angeraten, die
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Ergebnisse der Creatininbestimmung durch Messung anderer Messgrößen zu sichern
(Greiling and Gressner, 1994). Klinisch wird meist die Harnstoff-Konzentration im Blut als
zweiter Parameter herangezogen. Beide Parameter Creatinin und Harnstoff waren in D2, Ahsg
-/- Mäusen erhöht und belegten so die gestörte Nierenfunktion dieser Tiere. Der klinische
Nachweis einer gestörten Nierenfunktion kann zusätzlich auch durch die Proteinbestimmung
im Urin erfolgen. In der Regel gibt die Quantifizierung des Gesamtproteins Aufschluß über
das Ausmaß der Nierenschädigung. Bei den Mäusen ist dieses Diagnosemittel jedoch wegen
der sehr heterogenen Ausscheidung der Major Urinary Proteins nur bedingt geeignet (Yamada
et al.  1994). Die Bestimmung des Albumins als dem Leitprotein der glomerulären Proteinurie
ist hingegen deutlich aussagekräftiger und führt zu signifikant erhöhten Werten bei D2, Ahsg
-/- Weibchen gegenüber den gleichaltrigen Kontrolltieren. Anhand der dabei verwendeten
Methode der SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese lässt sich die Proteinurie zudem qualitativ
in verschiedene Formen differenzieren. Bei den D2, Ahsg -/- Mäusen handelt es sich nach
Greiling und Gressner (Greiling and Gressner, 1994) um eine gemischte glomerulo-tubuläre
Proteinurie. Bei dieser Form der Nierenschädigung treten neben einer verbreiterten
Albuminbande sowohl kleinmolekulare wie höhermolekulare Proteine im Urin auf.
Für die Diagnose des Grades der Niereninsuffizienz bei der Maus ist die Protein- und speziell
die quantitative Albuminbestimmung im Urin gegenüber der Serumchemie von klarem
Vorteil. Das Sammeln einer Urinprobe ist für die Maus von sehr geringer Belastung und kann
wiederholt über einen längeren Zeitraum durchgeführt werden, wie etwa für das Monitoring
des fortschreitenden Nierenschadens. Eine wiederholte Blutabnahme bei der lebenden Maus
kann jedoch nur unter Narkose am retroorbitalen Augenplexus erfolgen und ist deutlich
belastender. Zudem ist das maximal zu entnehmende erlaubte Blutvolumen sehr gering. Für
eine umfassende Serumanalyse ist ein genügend großes Volumen nur durch Ausbluten zu
erzielen. Ein weiteres Diagnosemittel ist die hochauflösende Röntgenanalyse. Sie hat den
Vorteil, dass auch Kalzifizierungen in weiteren Weichgeweben dokumentiert werden können,
jedoch ist diese Untersuchung auch mit einem geringen Stress durch die kurzzeitige
Atemnarkose und den Transport verbunden.
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4.2.3. Nierenschaden ist die Folge und nicht der Grund ektoper Kalzifizierung in den
D2, Ahsg -/- Mäusen
Da Nierenversagen pathologische Kalzifizierungen verursachen kann, war es wichtig zu
klären, ob die Kalzifizierung in den D2, Ahsg -/- Mäusen vor oder nach der Manifestation des
Nierenschadens auftritt. Die histologischen Untersuchungen verschiedener Organe von D2,
Ahsg -/- Mäusen unterschiedlichen Alters zeigten in der von Kossa-Färbung Mineral-
Ablagerungen in verschiedenen Weichgeweben wie dem Herz, der Lunge und der Zunge
schon bei ganz jungen Mäusen im Alter von einem Monat. Das Nierenparenchym war jedoch
zu diesem Zeitpunkt noch nicht betroffen, lediglich der Sammelrohrbereich. Ebenso
spiegelten die klinischen Meßgrößen Creatinin und Harnstoff erst einen signifikanten renalen
Funktionsverlust im Alter von 6 Monaten und älter wider. Die diagnostizierte erhöhte
Albuminurie trat gleichfalls erst in diesem Alter auf. Diese Daten belegen eindeutig, dass der
Kalzifizierungsphänotyp der D2, Ahsg -/- Mäuse nicht primär durch einen Nierenschaden
hervorgerufen wird wie im Fall der ektopen Kalzifizierung bei chronischer Niereninsuffizienz
im Menschen, sondern dass die Kalzifizierung vor dem Nierenschaden auftritt. Die
zusammengetragenen Werte der Serumanalyse belegen zudem eindeutig, dass die ektope
Kalzifizierung in den D2, Ahsg -/- Mäusen auf die Fetuin-A-Defizienz zurückzuführen ist und
nicht auf einen gestörten Mineralhaushalt infolge einer Nierenschädigung. Phosphat und
Magnesium spielen zwar eine potenzielle Rolle bei der unterschiedlichen Sensitivität
gegenüber dem B6 Stamm, sind aber in D2, Ahsg -/- und +/+ identisch.
4.3. Charakterisierung von murinen und humanen Fetuinen im 2D-Gel
α2-HS-Glykoprotein besitzt N- sowie O-glykosidisch gebundene Kohlenhydratseitenketten
komplexen Typs mit terminalen Sialinsäuren (Watzlawick et al.  1992). Aus diesem Grund
ergeben sich für dieses saure Glykoprotein mehrere distinkte Proteinspots mit einem pI von
3,5-4,5 (Begbie, 1974). Dies trifft, vermutlich auf alle vier untersuchten Fetuine (murines
sowie humanes Ahsg und Fetuin-B) zu, da sie alle in etwa die gleiche Position in einer
zweidimensional aufgetrennten Serumprobe einnehmen. Die wenigsten posttranslationalen
Modifikationen der vier Proteine weist das murine Ahsg auf, das sich im 2D-Gel als ein
Glykosylierungszug aus 6 Proteinspots darstellt. Das humane Ahsg stellt im Gegensatz zu den
tierischen Homologen einen Sonderfall dar, da es nach proteolytischer Prozessierung als
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Zwei-Kettenform im Blut zirkuliert (Kellermann et al.  1989). Darüber hinaus kann auch noch
eine weiteres Peptidstück enzymatisch abgespalten werden (Nawratil et al.  1996). Ebenso
sind verschiedene Allele bekannt (Anderson and Anderson, 1979). Diese Faktoren tragen zu
einem komplexeren 2D Spotmuster bei, als es für ein einkettiges Glykoprotein zu erwarten
wäre. Man findet nicht nur einen Glykosylierungszug, sondern noch einen zweiten, der
sowohl in der Ladung als auch im Molekulargewicht leicht verschoben ist. Seit kurzem erst ist
zudem bekannt, dass das hAhsg auch in teilweise phosphorylierter Form im Blut zirkuliert
(Haglund et al.  2001). Diese posttranslationale Modifikation verleiht dem Spotmuster noch
weitere Komplexität. Das humane Fetuin-B zeigt ein 2D-Muster, das in dem Ausmaß der
Modifikationen annähernd vergleichbar ist mit dem humanen Ahsg. Es handelt sich dabei
augenscheinlich um 2 Glykosylierungszüge, die sich zwar nur sehr geringfügig in ihrer Größe
unterscheiden, dabei aber eine sehr distinkte Ladungsverteilung zeigen. Im silbergefärbten
Gel wird zudem deutlich, dass das humane Fetuin-B die geringste Serumkonzentration besitzt.
Ein etwas höherer Serumspiegel lässt sich für das murine Fetuin-B ablesen, da zum einen die
einzelnen Spots stärker angefärbt sind und zum anderen deutlich mehr Spots detektiert
werden konnten. Das murine Fetuin-B weist der Anzahl der Spots nach zu urteilen von den 4
Proteinen die größte Komplexität auf. Der Aminosäurestruktur nach hat dieses Protein ein
theoretisches Molekulargewicht von 42,7 kDa, im SDS-Gel befindet es sich jedoch bei ca. 55
kDa, d.h. ein großer Anteil des Molekulargewichts machen posttranslationale Modifikationen
aus. Laut "PROSITE"-Analyse weist das murine Fetuin-B zwei putative Asn-
Glykosylierungsstellen an Position 40 und 139 auf. Dies ist eine typische posttranslationale
Modifikation für sekretierte Plasmaproteine. Durch einen Verdau mit Peptid-N-Glykosidase F
konnte diese Modifikation dann auch in der SDS-PAGE nachgewiesen werden (Denecke et al.
unpubliziert). Die Analyse weiterer Modifikationen etwa von Ser-Phosphorylierung, die im
humanen Ahsg zu finden ist, steht noch aus.
4.4. Proteomanalyse von Mausseren nach partieller Hepatektomie
Die partielle Hepatektomie (pHx) an Ahsg -/- Mäusen wurde durchgeführt, um die
physiologische Relevanz der Interaktion zwischen Ahsg und verschiedenen Zytokinen, die die
Hepatozyten-Proliferation regulieren, in vivo zu bestimmen. Hierbei zeigte sich, dass Ahsg
durch Bindung von TGF-β die Bioaktivität, d.h. die antiproliferative Wirkung des Zytokins
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verringert (R. Westenfeld, unpubliziert). Trotz dieses Effekts in der Leberregeneration
konnten in der Proteomanalyse keine deutlichen Unterschiede im Proteinmuster zwischen
pHx Ahsg -/- und pHx Wildtyp-Mäusen festgestellt werden. Allerdings konnten in der 2D-
Gelanalyse einige Akutphase-Proteine erkannt werden. Anhand von Referenzgelen für
Mensch und Ratte ließen sich drei Spots zuordnen.
Bei dem starken Spot SSP 2305 (Vergleich Abbildung 17 und Abbildung 18) müsste es sich
durch den Vergleich der relativen Lage mit einem humanen sowie einem Rattenserum-Gel um
das Apolipoproteins A-IV handeln. Die Publikation der Rattenserum-Analyse von Miller und
Mitarbeitern beinhaltet gleichfalls eine Proteomanalyse von Ratten vor und nach einer
experimentellen Entzündung mit Terpentin als Stimulus (Miller et al.  1999). Wie in unserer
Analyse blieb das Apolipoprotein A-IV in seiner Konzentration unverändert. Das humane
Homolog befindet sich im Bereich von pI 5,05-5,16 und 43,5-43,7 KDa (http://us.expasy.org,
Swiss-Prot, primary accession number: P06727).
Bei der Spotgruppe um SSP 0205 handelt es sich wahrscheinlich um die Haptoglobin β-Kette.
Das humane Homolog liegt in nahezu identischer Lage bei einem pI von 4,81-5,7 und 38,3-
44,5 KDa (P00737). Sowohl in der Ratte als auch im Menschen ist das Haptoglobin ein
Positiv-Akutphase-Protein. Nach Greiling und Gressner (Greiling und Gressner, 1994) ist es
im Mensch um das 2-3-fache erhöht. In der Maus ergab sich dagegen sogar ein
Konzentrationsanstieg um das 4,5-fache.
Nach Miller und Mitarbeitern ist das kallikrein-binding protein in der Ratte ein Negativ-
Akutphase-Protein, das im selben pI-Bereich (pI 4,2-4,6, 60 KDa, P05545) aber oberhalb von
Ahsg liegt (Miller et al.  1999). Bei dem murinen Homolog (P29621) könnte es sich, der
relativen Lage nach zu urteilen, um SSP 1707, SSP 1803 oder SSP 2603 handeln, da alle drei
Spots im gleichen pI-Bereich wie Ahsg liegen aber ein größeres Molekulargewicht aufweisen.
Dabei ist SSP 1803 eher unwahrscheinlich, da es auf gleicher Höhe mit dem Serumalbumin
(67 KDa) im Gel läuft und damit 7 kDa über dem Ratten-Homolog liegen würde.
Bei allen zugeordneten Spots bedarf es jedoch aufgrund der speziesabhängigen Unterschiede
im Proteinmuster einer Verifizierung durch Massenspektrometrie oder durch einen
spezifischen Antikörper. Diesen Weg hat die Rat serum protein study group gewählt, als sie
1995 begann, Referenzgele zu erstellen. Die Gruppe mit Mitgliedern aus mittlerweile vier
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Universitäten hat daraufhin Rattenserum nach verschiedenen Entzündungsstimuli in der 2D-
Analyse untersucht und auf ihrer Webseite veröffentlicht unter
http://linux.farma.unimi.it/RSPSG/index.html.
4.5. Gewinnung von monoklonalen Anti-Mausfetuin-A Anitkörpern
In der Literatur ist bisher nur ein Beispiel beschrieben für die Erzeugung eines monoklonalen
Antikörpers gegen ein Maus-Protein in einer Knockout-Maus, und zwar für Osteoprotegerin
(Yano et al.  2001). Bei erfolgreicher Immunisierung wird der Antikörper keinerlei
unspezifische Reaktionen mit anderen Proteinen derselben Spezies zeigen. Aber selbst bei
einem spezifischen monoklonalen Antikörper ist es erforderlich, reine Zellklone zu
selektieren und die Spezifität der sezernierten Antikörper zu überprüfen. Beide hergestellten
MAMF reagierten gut mit rekombinantem Mausfetuin-A. MAMF-2 allerdings reagierte nur
äußerst schwach unter nichtreduzierenden Bedingungen im Western-Blot. Beide erkannten
auch das Fetuin-A in murinem Serum. Den Ergebnissen im Western-Blot zufolge reagierten
beide auch mit Rattenfetuin. Das Epitop-Mapping lieferte eine stimmige Erklärung für diese
Kreuzreaktivität. Das erste Epitop, das von beiden MAMF im Maus- bzw. Rattenfetuin
erkannt wurde, besitzt eine 100%ige Sequenz-Identität. Beim humanen Ahsg gab es allerdings
abweichende Resultate zwischen dem Western-Blot und dem Epitop-Mapping. Während im
Western-Blot kein MAMF das humane Ahsg detektieren konnte, ergab sich ein Signal auf
dem humanen Peptidblot mit dem MAMF-1. Hierfür gibt es mehrere mögliche Erklärungen.
Zum einen differiert die Sequenz in drei der 19 AS des Epitops, und aus diesem Grund könnte
die Bindung soweit abgeschwächt sein, dass sie im Western-Blot nicht mehr zu detektieren
ist. Es könnte aber auch an den stringenteren Bedingungen im Western-Blot im Vergleich
zum Mapping liegen. Eine andere Möglichkeit ist die, dass das Epitop in den beiden Assays
ein unterschiedliches Bindungspotenzial besitzt, d.h. das geblottete Antigen im Western-Blot
könnte von der Konformation anders vorliegen als die freiliegenden Peptide, die beim
Mapping auf der Membran synthetisiert wurden.
Für die Anwendung der hergestellten monoklonalen Antikörper auf Proben der eigenen
Spezies ist es notwendig, den Antikörper mit anderen Reagenzien als dem standardisierten
Enzym-gekoppelten Sekundärantikörper gegen Maus-Immunglobuline nachzuweisen.
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Entweder kann man den monoklonalen Antikörper direkt mit Peroxidase koppeln, wie es für
den Osteoprotegerin-Antikörper beschrieben ist (Yano et al.  2001), oder beispielsweise mit
Biotin koppeln. Die Biotin-Markierung könnte dann wiederum mit einem Streptavidin-
Peroxidase-Komplex nachgewiesen werden. Dies hätte den Vorteil einer erhöhten Sensitivität.
4.6. Funktion von Fetuin
Für das Plasmaprotein Fetuin-A wurden eine ganze Reihe von Funktionen beschrieben. Diese
postulierten Funktionen beruhen jedoch zumeist auf Daten, die aus in vitro-Versuchen
entstammen. Um festzustellen, welche Rolle Fetuin-A letztendlich in vivo spielt, wurde die
Fetuin-A Gendeletion in Mäusen durchgeführt (Jahnen-Dechent et al.  1997). Um in vivo zu
bestätigen, dass Ahsg ein Inhibitor der ungewollten Mineralisierung ist (Schinke et al.  1996),
wurden die Tiere auf den Kalzifizierungs-sensitiven Stamm DBA/2 zurückgekreuzt. Dieser
Stamm dient als Modell für die dystrophe kardiale Kalzifizierung (DCC), bei der
insbesondere das Herz und die Zunge betroffen sind. Während beim D2-Wildtyp die
Kalzifizierungen in den in der Literatur beschriebenen Versuchen nur nach entsprechender
Provokation durch spezielle Diät (van den Broek and Beynen, 1998a) oder nach
mikrochirurgischem Eingriff (Brunnert et al.  1999) auftreten, sind sie durch die Kombination
des D2-Stamms mit der Fetuin-Defizienz mit 100%iger Penetranz und drastischer
Ausprägung nachzuweisen. Dieser Befund ist von besonderer klinischer Bedeutung. Ketteler
und Mitarbeiter konnten nämlich zeigen, dass pathologisch niedrige Ahsg-Konzentrationen
assoziiert sind mit einem erhöhten C-reaktiven Protein und einer erhöhten kardiovaskulären
Mortalität in Dialyse-Patienten (Ketteler et al.  2003). Ahsg könnte das Bindeglied zwischen
der chronischen Entzündung in Dialyse-Patienten und der vaskulären Kalzifizierung sein.
Ahsg wird als Negativ-Akutphase-Protein bei einer chronischen Entzündung in seiner
Konzentration herabreguliert, wodurch das Serum-Potenzial zur Inhibition der Calcium-
Phosphat-Präzipitation deutlich verringert ist. In Zukunft sollte also bei der Behandlung von
Nieren-Patienten mit erhöhtem Kalzifizierungsrisiko nicht nur das Calcium-Phosphat-Produkt
als Parameter beobachtet werden, sondern auch inhibitorisch wirkende Proteine wie das
Osteoprotegerin oder das untersuchte Fetuin-A/α2-HS-Glykoprotein (Drueke and Rostand,
2002).
Die Inhibition der Calcium-Phosphat-Präzipitation durch Fetuin-A erfolgt
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höchstwahrscheinlich ähnlich der Bindung unlöslicher Lipide durch Apolipoproteine. Beide
Proteine bilden lösliche Kolloide mit eigentlich unlöslichen Liganden. Apolipoproteine halten
Lipide in löslicher Form und sorgen für deren Transport im Blut. Entsprechend bindet Ahsg
unlösliche Calcium-Phosphat-Nuklei und inhibiert deren Wachstum (Heiss et al.  2003). Die
Fetuin-Calcium-Phosphat Kolloide wurden in Anlehnung an die bekannten
Lipoproteinpartikel (HDL, LDL, VDL, etc.) calciprotein-Partikel, CPP genannt. Die kolloidal
löslichen CPP zirkulieren bis zu ihrer Entsorgung im Blut (Price et al.  2002). Eine
Möglichkeit der Entfernung aus dem Blutstrom ist die Ablagerung dieser Partikel im
Knochen, da Fetuin mit hoher Affinität an das Hydroxyapatit der Knochensubstanz bindet.
Die zweite Möglichkeit ist die Entsorgung über das retikulo-endotheliale System. Dies ist eine
Funktionseinheit aus Zellen, die zu Phagozytose und Speicherung von Stoffen/Partikeln
befähigt ist. Hierzu zählen sowohl die Monozyten und Makrophagen als auch dendritische
Zellen. Ähnlich wie das Apolipoprotein die Aufnahme von Lipiden in Zellen erleichtert,
könnte das Fetuin die Phagozytose von Calcium-Phosphat-Partikeln ermöglichen. Schon 1974
wurde von van Oss gezeigt, dass Ahsg als Opsonin bei der Phagozytose von
Mikroorgansimen durch Neutrophile wirkt (van Oss et al.  1974). Zudem ist bekannt, dass
Ahsg den mit der Aufnahme von Hydroxyapatit-Kristallen in Neutrophile assoziierten
oxidativen Burst verhindert (Terkeltaub et al.  1988). Neue Ergebnisse beschreiben ebenso
eine starke opsonisierende Wirkung von hAhsg bei der Aufnahme von Mikropartikeln in
dendritische Zellen, die vergleichbar stark ist wie der Effekt von Immunglobulinen (Thiele et
al.  2003).
Unter Berücksichtigung dieser Daten würde sich folgendes Bild für die Entstehung der
ektopen Kalzifizierungen in den D2, Ahsg -/- Mäusen ergeben: Die Calcium-Phosphat-
Partikel würden durch die Fetuin-Defizienz nicht mehr für einen längeren Zeitraum in einer
löslichen Form gehalten werden können, da das Kristallwachstum durch mangelnde Ahsg-
Adsorption ungehemmt ablaufen könnte. Hinzu kommt, dass die Partikel nicht mehr
rechtzeitig phagozytiert werden können, bevor es aufgrund des Kristallwachstums zur
Präzipitation im Weichgewebe kommt, da den Partikeln die opsonisierende Komponente
fehlt. Einerseits könnten diese Partikel schlicht zu groß sein um phagozytiert zu werden. Es ist
aber auch vorstellbar, dass Zellen des retikulo-endothelialen Systems (RES) die Calcium-
Phosphat-Kristalle aufnehmen, diese aber aufgrund ihres Größenzuwachses nicht mehr
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degradieren können und es darauf hin zur Apoptose der Zellen kommt. Möglicherweise gehen
die Zellen auch aufgrund einer zu hohen intrazellulären Calcium-Konzentration zugrunde.
Durch die vermehrt auftretenden apoptotischen Zellen könnte ein weiteres Problem entstehen.
Neuesten Ergebnissen zufolge ist Ahsg nämlich an der spezifischen Bildung eines Antigen-
Antikörper-Komplexes beteiligt, der die Bindung von apoptotischen Neutrophilen zur
Phagozytose durch Makrophagen ermöglicht (Hart et al.  2003). Dies ist im Übrigen eine
Funktion, die schon zuvor für das Fetuin-verwandte Histidin-reiche Glykoprotein beschrieben
wurde (Gorgani et al.  2002). Apoptotische Zellen, die nicht entsorgt werden, sind wiederum
eine ideale Matrix für die Calcium-Phosphat-Präzipitation.
Dieses Szenario könnte sich z.B. in der Haut der D2, Ahsg -/- Mäuse abspielen, in der gehäuft
Calcium-Präzipitate auftreten. Hier wären die - im Stratum spinosum der Epidermis
lokalisierten - Langerhans-Zellen, die zu den dendritischen Zellen des RES gehören,
vermutlich für die Entsorgung der CPP zuständig. Die Zellen nehmen Antigene auf, wandern
zu den regionären Lymphknoten und sorgen so für die Eliminierung des Antigens aus dem
Gewebe. In den D2, Ahsg -/- Mäusen gelingt noch der Transport zu den Lymphfollikeln, dann
fallen jedoch die Calcium-Phosphat-Partikel aus. Die Lymphfollikel sind daher vermutlich die
Strukturen, die sich in der Alizarinrot-Färbung der Haut-Präparate als Kugeln mit ca. 0,5 mm
Durchmesser anfärben lassen. Dafür spricht auch der Calcium-Nachweis in den Achsel-
Lymphknoten eines D2, Ahsg -/- Tieres. Zum anderen legt ein kürzlich veröffentlicher
Artikel, in dem das Lymphatische System der Haut dargestellt ist, diese Vermutung ebenfalls
nahe, denn es zeigt sich eine relativ gute Kolokalisation mit den angefärbten Partikeln in der
Nackenregion und dem Hinterteil der Fetuin-defizienten Mäuse (Abtahian et al.  2003).
4.7. Ausblick
Durch Charakterisierung von D2, Ahsg -/- Mäusen konnte die Rolle von Fetuin-A als
systemischer Inhibitor der spontanen Calcium-Phosphat-Präzipitation in vivo zweifelsfrei
belegt werden. Klinische Untersuchungen haben darüber hinaus gezeigt, dass die Bestimmung
des α2-HS-Glykoproteins in der Therapie von Dialyse-Patienten von hohem diagnostischen
Wert ist (Ketteler et al.  2003). Es ist jedoch klar, dass Ahsg nicht der einzige Inhibitor der
ungewollten Mineralisierung ist. Es gilt nun auch nach weiteren inhibitorisch wirksamen
Proteinen, wie z.B. dem Matrix GLA Protein und dem Osteopontin zu suchen und diese
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ebenso funktionell zu charakterisieren. Eine mögliche Quelle, in der sich weitere Inhibitoren
nachweisen lassen könnten, sind die Fetuin-Mineral-Komplexe, die von Price und
Mitarbeitern aus Rattenserum nach Etidronat-Behandlung isoliert werden konnten (Price et al.
2002). Der nächste erforderliche Schritt wäre also der Nachweis und die Isolierung dieser
Komplexe aus Mausserum. Es stellt sich zudem die Frage, ob es im Serum von Fetuin-
defizienten Seren vergleichbare CPP gibt, denn Ahsg macht den eigentlichen Hauptanteil
dieser Partikel aus. Ebenso gilt es, das Schicksal der Partikel in vivo zu charakterisieren.
Entstehen diese Partikel in unmittelbarer Nachbarschaft des Knochens in Folge der
Osteoklastentätigkeit,  durch die sehr hohe Mengen von Calcium und Phosphat freigesetzt
werden, oder entstehen sie ubiquitär in der extrazellulären Flüssigkeit? Gleichfalls muss
geklärt werden, auf welchem Weg die Partikel aus der Zirkulation entfernt werden. Welche
Zellen des retikulo-endothelialen Systems diese CPP phagozytieren können, muss anhand von
detailierten histologischen Untersuchungen sowie der Elektronenmikroskopie festgestellt
werden. Ebenso könnten sich aber auch die Partikel im Knochen ablagern aufgrund der
Affinität des Fetuins zum Hydroxyapatit des Knochens. Das genaue Schicksal der CPP sollte
sich durch Markierung der Partikel bzw. speziell des Fetuins nachweisen lassen.
Die physikalische Bindung von Fetuin an Calcium-Phosphat-Kristalle hat sicher auch einen
Einfluß auf die Mineralstruktur im Knochen. Tatsächlich gibt es erste Hinweise darauf, dass
der Knochen Ahsg-defizienter Mäuse morphologisch und biomechanisch verändert ist
(Szweras et al.  2002; Schinke, unpubliziert). Um die Rolle von Fetuin in der Knochenstruktur
zu analysieren, bedarf es Untersuchungen an B6, Ahsg -/- Mäusen. Die D2, Ahsg -/- Tiere
sind für diesen Zweck weniger geeignet, da sich durch den Kalzifizierungsphänotyp und der
renalen Osteodystrophie ganz andere Bedingungen ergeben als im Skelett von Kontroll-
Mäusen. Ahsg wird zudem auch eine Funktion im Knochenstoffwechsel zugeschrieben durch
die Antagonisierung von TGF-β/BMP (Szweras et al.  2002). Welchen Einfluß diese beiden
unterschiedlichen Funktionen von Fetuin an der Knochenmorphologie haben, wird
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein müssen.
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6. Anhang
Stammbäume der verwendeten Mauslinien
Alle Stammbäume wurden mit dem Graphikprogramm Canvas 3.5.3 manuell erstellt.
(A) Stammbaum der Fetuin-Knockout Mäuse auf dem ursprünglichen gemischten
genetischen Hintergrund 129/B6, Ahsgtm1Mbl. Pro Zeile ist eine Generation dargestellt (P:
Elterngeneration. F: Inzuchtgeneration). Jedes Kästchen repräsentiert einen Wurf. Innerhalb
eines Kästchens bezeichnet die erste Zeile die Wurfnummer. Dabei steht K für die Knockout-
Zucht auf dem 129/B6-Hintergrund, die Zahl dahinter ist bis zur vierten Inzuchtgeneration
nach dem ersten Bezeichnungs-System aus Mainz durchnummeriert, danach geben die Zahlen
das Aachener Nummerierungs-System wieder. Die nachfolgenden Buchstaben (A-C) wurden
bei der Verpaarung von Weibchen eines Wurfes verwendet. Durch diese weitere
Untergliederung kann zwischen den Nachkommen dieser Tiere differenziert werden, obwohl
sie die gleiche Anfangszahl besitzen. Die letzte Ziffer hinter dem Punkt gibt an, um welchen
Wurf der vorgenannten Verpaarung es sich handelt. Die zweite Zeile im Kästchen entspricht
dem Geburtsdatum und die letzte Zeile gibt an, wieviele männliche und weibliche Individuen
geboren wurden. Die Beschriftung an den Linien gibt der Reihenfolge nach an, welches
Weibchen aus der laufenden Zucht mit welchem Männchen aus derselben Generation der
Ahsg -/- Zucht zu welchem Zeitpunkt verpaart worden ist.
Einige Tiere der F1-Generation wurden mit reinen Inzucht-Mäusen der Stämme DBA/2 und
C57BL/6 verpaart für die Rückkreuzung auf den jeweils definierten genetischen Hintergrund.
Stammbäume der Rückkreuzungen auf (B) C57BL/6- und (C) DBA/2-Hintergrund
sowie anschließende Ahsg -/- Zucht der definierten Stämme. Pro Zeile ist eine Generation
dargestellt (F: Inzuchtgeneration, N: Rückkreuzung). Die Tiere aus der Anfangsgeneration
(N0F1) stammen von der Zucht der Fetuin-defizienten Mäuse auf dem gemischten
genetischen Hintergrund 129/B6 (siehe entsprechender Stammbaum) ab. Jedes Kästchen
repräsentiert einen Wurf. Die erste Zeile im Kästchen stellt die Bezeichnung des Wurfes dar.
Dabei stehen die Anfangsbuchstaben B und D für den jeweiligen reinen Inzuchtstamm
C57BL/6 und DBA/2, auf den zurückgekreuzt wurde. Bei den Rückkreuzungsgenerationen
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N1F1 bis N10F1 spiegelt die erste Ziffer die Generation der Rückkreuzung wieder. Die
zweite Ziffer stellt die Verpaarungsnummer innerhalb einer Generation dar. Die dritte Ziffer
gibt schließlich an, um welchen Wurf der vorgenannten Verpaarung es sich handelt. Bei der
Rückkreuzung wurden jeweils heterozygote Weibchen aus der laufenden Zucht mit
Männchen der reinen Inzuchtstämme gekreuzt. Heterozygote Individuen der N10F1-
Generation, die nun dem gewünschten genetischen Hintergrund entsprechen, wurden dann
untereinander verpaart (Inzucht). Die daraus resultierende N10F2-Generation trägt aus diesem
Grund ein H (Nachkommen einer Heterozygoten-Verpaarung) hinter dem B bzw. D für den
Inzuchtstamm. Für die weitere Zucht wurden aus dieser Nachkommenschaft Ahsg -/- und
Ahsg +/+ Mäuse ausgewählt und mit Tieren gleichen Genotyps verpaart (Kennzeichnung der
Folgegenerationen mit K für Knockout, W für Wildtyp).
Die zweite Zeile im Kästchen zeigt das Geburtsdatum und die letzte Zeile die Anzahl
männlicher bzw. weiblicher Individuen in diesem Wurf an. Die Beschriftung an den Linien
gibt der Reihenfolge nach an, welches Weibchen aus der laufenden Zucht mit welchem
Zucht-Männchen aus den reinen Linien bzw. Männchen aus derselben Generation der Ahsg -
/- Zucht zu welchem Zeitpunkt verpaart worden ist.
Bei manchen Paarungen mit mehreren Würfen sind einzelne Würfe in der Wurfreihenfolge
nicht dargestellt. Hierbei handelt es sich um Würfe, bei denen alle Neugeborenen verstorben
sind. Diese Darstellung erfolgte aus Gründen der Übersicht, da diese Würfe nicht für die
weitere Nachzucht relevant waren.
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